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Le probleme des rapports entre les processus chimiques et 
physiques dans le muscle a été, depuis les expériences de Gal- 
vani sur le muscle de grenouille et la découverte de la produc- 
tion de chaleur par Helmholtz, l'un des sujets de prédilection 
de la physiologie. Aujourd’hui, nous pouvons nous demander 
de facon plus précise : Quels sont les processus chimiques qui 
se trouvent 4 la base de la contraction musculaire ? Quels sont 
les changements physiques liés directement 4 ces processus? 
Le but final d’une telle recherche serait une théorie de la con- 
traction musculaire, c’est-a-dire la représentation de la voie 
par laquelle les processus chimiques fournissent l’énergie qui 
se transforme en travail mécanique. Nous sommes encore bien 
loin d’atteindre ce but. Nos connaissances ne nous fournissent 
actuellement que quelques éléments, qui formeront peut-étre 
dans l'avenir l’une des parties constilutives d’une telle théorie. 
Si nous nous bornons & traiter la question posée, il faut d’abord 
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écarter de notre sujet tous les phénoménes.concernant les pro- 
cessus d’excitation et d'irritation, tels qu’ils ont été étudiés en 
France par Lapicque avec tant de succes. Ces phénoménes ne 
sont pas spécifiques pour le processus de la mécanique muscu- 
laire : ils précédent la contraction. Nous ne nous occuperons pas 
non plus de la derniére phase de la chaine des transformations 
d’énergie, du processus mécanique lui-méme. Nous voulons 
envisager uniquement ce qui se passe entre ces deux phéno- 
ménes extrémes. 

Rappelons-nous d’abord ce que nous avons appris sur les 
processus chimiques coincidant avec l’action musculaire. Les 
méthodes chimiques, appliquées au muscle en activité, se 
heurtent & cette difficulté que nous ne pouvons pas tuer le 
muscle instantanément. La meilleure méthode pour fixer le 
muscle dans un état défini est encore la méthode, établie 
surtout par Embden, qui consiste & congeler Je muscle par 
immersion dans l’air liquide. Mais, méme par ce procédé, 
appliqué par exemple & un gastro-cnémien de grenouille de 
moyenne grandeur, il faut encore plusieurs secondes pour que 
tous les processus chimiques soient tout & fait arrélés. C’est 
plusieurs fois la durée d’une contraction. Or, nous devons 
admettre que le processus décienchant immédiatement |’état 
de contraction est rendu reversible pendant la décontraction. 
Il en résulle pour le tétanos que ce processus chimique pri- 
maire, c’est-a-dire celui qui fournit immédiatement l’énergie 
de la contraction, n’est pas capable d’une sommation plus forte 
que ne l’est la sommation mécanique des secousses consécu- 
tives. Par conséquent, une grande partie des changements 
chimiques primaires doit étre constamment rendue réversible, 
méme pendant un tétanos de plusieurs secondes. 

Mais, malgré ces restriclions, nous avons progressivement 
appris & connailre, grace aux méthodes purement chimiques, 
les faits suivants : 

1° La respiration, loxydation des substances nutrilives, n’est 
pas le processus fournissant immédiatement l’énergie, elle ne 
sert qu’a la restitution. La contraction se produit également 
en absence d’oxygéne, grace a des processus de dégradation qui 
fournissent l’énergie. Dans ce cas, il y a formation d’acide lac- 
lique par décomposition de glycogéne. 
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2° La formation d’acide lactique n’est pas non plus le pro- 
cessus fournissant immédiatement l’énergie, car, ainsi qu'il 
a été démontré, surtout par Embden, cette formation continue 
encore d’une maniére appréciable aprés la contraction, et les 
expériences bien connues de Einar Lundsgaard ont montré 
qu’on peut inhiber entiérement la formation d’acide lactique en 
empoisonnant le muscle par l’acide iodacétique, sans que le 
muscle cesse de produire, méme en anaérobiose, une certaine 
quantité de travail. Dans ce travail, l’acide créaline-phospho- 
rique, \découvert par Eggleton et par Fiske, se décompose en 
plus grande quantité que dans le muscle normal. C’est cette 
décomposition qui fournit ici l’énergie de la contraction, tandis 
que la formation d’acide lactique dans le muscle normal sert 4 
la resynthése partielle de l’acide créatine-phosphorique décom- 
posé, et que l’oxygéne consommé sert & la resynthese de l’avide 
lactique en glycogeéne. 

Kist-ce alors ladécomposition de l’acide créatine-phosphorique 
qui fournit directement l’énergie? Appuyé sur des récentes 
expériences de K. Lohmann, que je vais vous exposer, J’arri- 
verai 4 la conclusion suivante : 

3° La décomposition de l’acide créatine-phosphorique n’est 
trés probablement pas non plus le processus fournissant direc- 
tement |’énergie; elle est plutét une espéce de processus de 
restitution. Cependant un autre processus, & savoir la décompo- 
sition de l’acide adénylpyrophosphorique, présent dans le 
muscle, en acide adénylique et acide phosphorique, coincide 
exactement dans le temps avec la contraction; ces composés 
sont évidemment retransformés lors de la déconiraction. 
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L’acide créatine-phospborique, et l’acide arginine-phospho- 
rique que l’on trouve a la place de celui-la dans les muscles 
des invertébrés, ont une constitution trés voisine. Nous réunis- 
sons les deux corps sous le num de phosphagénes proposé par 
Eggleton. 

L’acide adénylpyrophosphorigue découvert par Lohmann est 
constitué par l’acide adénylique auquel est, semble-t-il, attaché, 
immédiatement & l’extrémité phosphorique, un groupement 
pyrophosphorique. Ce groupement pouvant étre facilement 
séparé, il peutse former de l’acide adénylique libre. De celui-ci, 
on sépare facilement le groupement aminé de l’adénine sous 
forme d’ammoniaque et il apparait de l’acide inosique. 

L’hypothése d’aprés laquelle le dédoublement de l’acide 
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adénylpyrophosphorique précéde le clivage de l’'acide créatine- 
phosphorique, lors de la contraction, a été formulée par 
K. Lohmann et appuyée non plus sur des expériences faites sur 
Je muscle vivant, mais sur des expériences effectuées sur 
l’extrait diastasique du muscle. On a établi, il y a déja plusieurs 
années, que nombre de réactions chimiques couplées continuent 
dans l’extrait musculaire dépourvu de cellules, réactions qui 
peuvent intervenir dans le transport d’énergie dans le muscle. 
Ainsi, dans l’extrait, on est arrivé & provoquer une resynthése 
d’acide créatine-phosphorique & partir de créatine et d’acide 
phosphorique, par la formation simaltanée d’acide lactique & 
partir du glycogéne. La synthése d’acide créatine-phosphorique 
exige l’apport de 12.000 calories par molécule-gramme. La for- 
mation de l’acide lactique fournit 18 & 19.000 calories par 
molécule-gramme d’acide lactique. Méme sans formation 
simultanée d’acide lactique, Pacide créatine-phosphorique peut 
élre resynthélisé dans l’extrait musculaire, lorsqu’on ajoute de 
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Vacide adénylpyrophosphorique en milieu faiblement alcalin. 
Lors du dédoublement de l’acide adénylpyrophosphorique en 
acide adénylique et en deux molécules d’acide phosphorique, 
24.000 calories sont dégagées sans séparation d’ammoniaque; il 
se libére done par molécule-gramme d’acide phosphorique juste 
autant de calories qu’en exige la resynthése d'une molécule- 
gramme d’acide créatine-phosphorique a partir de ses fractions. 

K. Lohmann a découvert la réaction inverse, plus importante 
encore au point de vue de notre probléme. [l a démontré que 
Vacide créatine-phosphorique n’est pas du tout décomposé par 
lenzyme musculaire dans le milieu neutre, 3 moins qu’en 
méme temps l’acide adénylique ne soit synthétisé avec du 
phosphate anorganique en acide adénylpyrophosphorique. 
Nous tiendrons compte des réactions suivantes : 


. 2 ac. créat.-phosph. = 2 créat. + 2 phosph. + 24.000 cal. 
. 1 ac. adényl. + 2 phosph. = 1 ac. adénylpyroph. — 24.000 cal. 


1 ac. adényl. + 2 ac. créat.-phosph. me 1 ac. adénylpyroph. + 2 créat. = 0 cal. 


Fic. 3. 


L’équation n° 1 montre d’abord la décomposition de 2 molé- 
culés-grammes d’acide créatine-phosphorique en ses consti- 
tuants. Cette décomposition fournit 24.000 calories. Mais elle 
ne peut avoir lieu que si, en méme temps, une molécule- 
gramme d'acide adénylpyrophosphorique est synthétisée en 
proportion stoechiométrique, en absorbant 24.000 calories 
(ainsi que le montre |’équation 2). Des équations 1 et 2, 
résulte la réaction couplée 3, d’aprés laquelle 1 molécule 
d’acide adénylique réagit avec 2 molécules d’acide créatine- 
phosphorique en donnant 1 molécule d’acide adénylpyro- 
phosphorique et 2 molécules de créatine, sans libération de 
phosphate anorganique et sans production de chaleur. Cette 
réaction couplée évolue dans un milieu neutre de gauche a 
droite. Elle peut aussi se dérouler en sens inverse dans un 
milieu alcalin; mais, ici, il y a une différence, & savoir que 
Vacide adénylpyrophosphorique peut étre décomposé par la 
voie diastasique, lorsqu’il se trouve seul dans l’extrait, tandis 
que lacide créatine-phosphorique ne peut l’étre que par la 
voie que je viens d’indiquer. Par conséjuent, l’acide adényl- 


570 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


pyrophosphorique est le coferment de la décomposition de 
Vacide créatine-phosphorique. 

Nous nous trouvons donc, dans le muscle vivant, en pré- 
sence de la situation suivante : L’acide créatine-phosphorique 
ne peut pas étre décomposé, sans que l’acide adénylique ne 
soit transformé par synthése en acide adénylpyrophospho- 
rique. Or, il n’existe pas d’acide adénylique libre dans le 
muscle au repos; par conséquent, il doit y avoir tout d’abord, 
lors de la mise en action de l’excitalion, dédoublement d’acide 
adénylpyrophosphorique en acide adényligue et acide phos- 
phorique. Ce n’est qu’a partir de ce moment que l’acide créa- 
tine-phosphorique peut se décomposer, en méme temps que 
l'acide adénylpyrophosphorique prend naissance par synthése. 
Or, si le clivage de l’acide adénylpyrophosphorique est inter- 
calé entre le moment de I’excitation et celui de ladécomposition 
de J’acide créatine-phosphorique, nous pouvons conclure avec 
Lohmann que, selon toute probabilité, c’est cette réaction qui 
coincide dans le temps avec le phénoméne mécanique. 

On a déja souvent énoncé |’opinion que, pour trouver la 
source immédiate du travail produit, il ne faut tenir compte que 
de processus chimiques n’apparaissant pas dans le bilan chi- 
mique de la fatigue musculaire, parce que ces processus doi- 
vent subir une marche inverse lors de la décontraction. Il va de 
soi qu'une telle opinion, énoncée sous cette forme générale, 
sans qu’on puisse fournir de preuves positives d’une réaction 
définie, est dépourvue de valeur pour le progrés de nos con- 
naissances. Il en est autrement si l’on réussit & apporter une 
preuve expérimentale de l’existence d’un processus défini, 
qui échappe a l’observation directe dans le muscle vivant. 

Les phénoménes physico-chimiques et physiques, a la des- 
cription desquels je procéderai maintenant, ne font pas con- 
naitre avec certitude le processus chimique primaire producteur 
d’énergie, mais ils permettent une confirmalion quantitative 
et une précision des connaissances acquises par la voie chi- 
mique. Je passerai sur les mesures de la chaleur de contraction, 
telles qu’elles ont été effectuées avec tant de précision et de 
succes, surtout par Hill. En jonction avec des mesures calori- 
métriques, elles ont permis d’établir les premiéres idées sur la 
chimie de la contraction musculaire. Mais elles ne peuvent 
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évidemment fournir aucune notion sur la nature spéciale du 
processus chimique, puisque la chaleur n’est que la forme la 
plus générale de l’énergie. 

Je veux cependant exposer brigvement les recherches de 
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Lipmann, effectuées dans notre laboratoire il y a déja quelques 
années, surl’évolution du pH dans la fatigue. Les changements 
du pH dans le muscle vivant ont été déterminés par les mesures 
de l’absorption de CO*, dans une atmosphére & pression cons- 
tante d’acide carbonique. Quand le ‘muscle devient plus alca- 
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lin, l’acide carbonique se combine; quand il s'acidifie, du C0* se 
dégage. Contrairement & d’anciennes idées ‘sur acidification 
du muscle en activilé, on trouve que, lors d’une série de 
secousses isolées, en anaérobiose, Je muscle devient d’abord 
plus alcalin, puis s’acidifie, l’alcalinisation étant d’autant plus 
grande que la pression de CO? est plus élevée. ees 
C’est ce qu’on voit sur la figure 4,]’absorption de CO®, c’est-i- 
dire l’alcalinisation, étant tracée de haut en bas, le dégagement 
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Fie. 5. — 33 °/o CO*?/N?. Excitation dans une atmosphere gazeuse séche. 


A partir de la rigidité l’absorption de CO* augmente peu. 


de CO*de bas en haut. Les différents graphiques correspondent 
a des pressions différentes de CO. Le temps est en abscisse, 
les excitations sont portées trois fois par minute. Le tracé 2 par 
exemple correspond au pH du muscle 7n situ, & savoir pH 7,2. 
Ces tracés peuvent étre interprétés approximativement, si l’on 
considére l’étendue de la décomposition de l’acide créatine- 
phosphorique et la formation de Vacide lactique. Lors de la 
décomposition de l’acide créatine-phosphorique, de nouveaux 
équivalents basiques sont mis en liberté, ce phénoméne aug- 
mentant de plus en plus entre pH =8 et pH =6. De plus, au 
début de la série de secousses aboutissant 3 la fatigue, c’est la 
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décomposition de l’acide créatine-phosphorique qui est prépon- 
dérante, plus tard c'est la formation d’acide lactique, de telle 
sorte qu’a lalcalinisation succéde peu & peu une acidification. 
El, en effet, on trouve, dans les muscles empoisonnés par 
acide iodacétique, uniquement une alcalinisation, alcalinisa- 
tion qui ne change plus dés le moment ov est alteinte la rigidité. 
Ceci est trés net sur le tableau ci-contre (fig. 5), sur lequel on a 
tracé, au-dessous du graphique de l’absorption de CO? (c’est-a- 
dire de lalcalinisation), la tension développée en kilogrammes 
par cing minutes et, plus bas encore, l’évolution de la rigidité. 
La fléche indique le moment ow la rigidité est au maximum. 
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Bien que l’accord entre les équivalents basiques ainsi mesurés 
et ceux calculés ne soit pas quantitativement exact, il résulte 
tout de méme déja de ces expériences que les transforma- 
tions trouvées par la voie chimique ne sont pas des artefacts 
qui se produiraient lorsqu’on tue le muscle, mais qu’elles 
présentent 7m vivo le méme ordre de grandeur. Ce serail cepen- 
dant un malentendu de conclure de ces graphiques a I|’alcalini- 
sation du muscle au moment de la contraction. Ces expériences 
ne prétendent pas rendre compte de ce qui se passe pendant la 
contraction, surtout dans les éléments contractiles proprement 
dits. Elles ne montrent que l’évolution du pHi lors de la fatigue 
croissante du muscle considéré in /oto. 

Deux autres phénoménes physiques étudiés dans notre labo- 
ratoire pendant ces deux derniéres années nous conduiront 
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plus loin. D’abord la diminution de volume de muscle. Vous 
savez que la contraction musculaire est essentiellement un 
changement de longueur accompagné d’une augmentation 
simultanée d’épaisseur. La controverse déja ancienne sur la 
question de savoir si le muscle subit en méme temps un chan- 
gement de volume a été tranchée, au moins en principe, par 
le savant hongrois Ernst, qui a démontré qu’une petite dimi- 
nution de volume a lieu, diminution qui est en relation avec 
la grandeur du travail produit. Mais les résultats de Ernst 
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Fic. 7. — Dispositif schématique pour lenregistrement optique du tracé 
de la variation de volume. En bas du cylindre, enregistrement du signal 
d’excilation; au-dessus, enregistrement de la tension ou du raccourcis- 
sement du muscle; en haut, enregistrement de la variation de volume. 


n’étaient pas satisfaisants au point de vue quantilatif, et cet 
auteur a été amené a des conclusions erronées. Sa méthode 
de mesure du changement de volume du muscle a été beaucoup 
perfectionnée dans notre laboratoire. L’amplitude et lallure 
dans le temps de la variation de volume ont pu étre enregistrées 
par la photographie. Le muscle se trouve (fig. 6) dans un 
vase. rempli de liquide, lequel est prolongé par un fin tube 
capillaire rempli d’hexane. Le ménisque de l’hexane est forte- 
ment éclairé et projeté avec précision par un objectif de 
microscope sur un kymographe photographique. 
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En méme temps, on enregistre, soit la tension, soit le rac- 
courcissement du muscle. On voit sur le schéma (fig. 7) le muscle 
attaché au levier isométrique. Un miroir est masliqué sur le 
ressort et ses déplacements sont également photographiés. Je 
me borne & ne donner ici que quelques exemples typiques 


Fic. 8. — Diminution dé volume et lension 
dans une contraction musculaire isométrique. Enregistrement photographique. 
Tracé 0, signal de la fin de l’excitation; tracé 1, tension (de haut en bas); 
tracé 2, diminution de volume (de bas en haut); a gauche, tétanos de 
deux secondes; 4 droite, tétanos de quatre secondes. 


parmi les nombreux graphiques obtenus sur des muscles nor- 
maux. 

Le graphique supérieur enregistre la tension, l’augmentation 
de la tension étant traduite par une variation de haut en bas. 
Vous voyez (fig. 8) en premier lieu un tétanos de deux secondes, 
ensuite un tétanos de quatre secondes, dans la figure 9 on a 
enregistré des secousses isolées. 

Le graphique inférieur enregistre le volume du muscle, la 
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Fic. 9. — Secousses singulit¢res. 0, enregistrement des excitations; 
4 et 2, voir figure 8. 


diminution de volume Gtant traduite par une variation de bas 
en haut. Nous voyons qu'il y a, dés l’établissement de la ten- 
sion, une diminution de volume, et que cette diminution de 
volume va encore croissant lorsque la tension est maintenue 
par le tétanos, bien qu’é une allure plus lente qu’au début. 
Enfin, lors de la décontraction, il se produit un certain affaisse- 
ment brusque de la courbe. Il y a un résidu, c’est-a-dire que le 
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volume musculaire n’est pas revenu d sa valeur initiale, 
laquelle ne tend a se rétablir que trés lentement. Le cas des 
contractions isolées est semblable; on voit que les résidus 


Fic. 10. — 2 létanos conséculifs de quatre secondes. 


Ligne 0, tracé des ouvertures du courant excitant; 1 et 2, voir figure 8. 
Ce tableau met en évidence la sommation des déplacements et en méme 
temps la diminution de résidu plus rapide dans le deuxiéme tétanos que 
dans le premier. 


s'addilionnent. Cette sommation est visible encore dans le 
tétanos sur un autre tableau (fig. 10). Ici, un tétanos de quatre 
secondes est suivi d'un autre, aprés un délai de plusieurs 
secondes. La deuxiéme contraction de volume se superpose au 
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Fre. 4). — Dilatométre pour expériences sur des muscles 
et des extraits musculaires. 


résidu de la premiére pour donner au total un résidu presque 
double. 

L’évolution de ce tracé du volume imposait la conclusion que 
son allure était en rapport avec les transformations chimiques. 
Cette conclusion a, depuis, été confirmée avec de plus en plus 
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de précision et d'exactitude. II y avait surtout deux circons- 
lances qui imposaient cette interprétation : 1° le volume, 
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Fie. 12. — Dilatation de volume dans la décomposition enzymatique du 


glycogéne (I) et de l'acide hexose-monophosphorique (II) en acide lactique: 
III, extrait musculaire seul. 

Ordonnée, variation de volume en millimétre cube; abscisse, temps en 
heures; A, addition du substrat. 


comme nous lavons vu, ne reste pas constant lors du maintien 
de la tension constante dans le tétanos isométrique; il con- 
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Fie. 143 — Voir figure 12. 
I, variation de volume dans le cas de décomposilion d’acide adénylpyro 
phosphorique; II, variation de volume dans le cas de décomposition d'acide 
adénylpyrophosphorique + glycogéne. 


tinue a décroitre en raison linéaire du temps. Ceci correspond 
au fait que la tension ne peut étre maintenue pendant un 
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t6tanos que par une production continuelle d’énergie, laquelle 
évolue d’apres Hill exactement en raison linéaire du temps ; 
2° il reste, comme nous l’avons vu, un résidu considérable qui 
ne rétrocéde que partiellement dans un délai d'une demi- 
minute & peu pres. Ce résidu rappelle les processus de clivage 
mis en action par la contraction, mais qui continuent apres 
cette contraction. Les changements de volume continuent aussl 
longtemps aprés la contraction qu'il y a, d’aprés les dosages 


Fig. 14. — Diminution de volume dans le clivage enzymatique 
de l'acide créatine-phosphorique. 


chimiques, resynthése de l’acide créatine-phosphorique et for- 
mution différée d’acide lactique. Nous avons, & la suite de ces 
considérations, suivi par la voie dilatométrique les différents 
processus mentionnés de dégradation dans |’extrait diastasique. 
L’extrait enzymatique est versé dans des dilatométres trés 
simples (fig. 11), également pourvus d’un tube capillaire. Voici 
quelques-uns des graphiques ainsi obtenus (fig. 12-414). La 
décomposition du glycogéne en acide lactique, de méme que 
celle de Jlacide hexosemono-phosphorique, entraine une 
augmentation de volume. Ici l’augmentation est montrée par 
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un mouvement de bas en haut; la diminution par un mouve- 
ment de haut en bas. Le graphique reproduit l’allure exacte 
dans le temps de la décomposition diastasique. A partir de ces 
mesures, on peut calculer qu'il y a une augmentation de 
volume de 24 cent. cubes par molécule-gramme d’acide lac- 
tique. Les décompositions de l’acide adénylpyrophosphorique 
et de l’acide créatine-phosphorique vont en sens inverse. 


Fic. 15. — a, tracé de la variation de volume dans un tétanos de trois 
secondes effectué sur un gastrocnémien normal non fatigué. En haut, tension; 
en bas, volume. La courbe ascendante signale toujours une diminution 
(« contraction ») de volume, la vourbe descendante une augmentation 
(« dilatation ») de volume; voir l’étalonnement, Poids du muscle : 0 gr. 85; 
longueur : 35 millimétres. Diminution minime du résidu. 

b, tracé de Ja variation de volume correspondant a a, mais pris en huile 
de paraffine. Poids du muscle: 0 gr. 75; longueur, 34 millimétres. Dimi- 
nution importante du résidu, ne s’arrétant que trente secondes apres le 


tétanos. 


La décomposition de l'acide adénylpyrophosphorique produit, 
lors de la séparation du groupement pyrophosphorique, une 
diminution de volume de 21 cent. cubes. I] en est de méme 


-pour la séparation de l’ammoniaque. L’hydrolyse de Vacide 


ceréatine-phosphorique donne 44 c. c. 5 par molécule-gramme 
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(fig. 14). Ces changements de volume sont dus au changement de 
volume moléculaire des substances lors de la décomposition. 
En comparant ces chiffres & ceux obtenus sur le muscle vivant, 
on a pu calculer approximativement que la varia'ion de volume 
était du méme ordre de grandeur. Aussi a-t-on pu attribuer la 
diminution du volume dans le tétanos au clivage des acides 
adénylpyrophosphorique et créatine-phosphorique, et le retour 
aja normale a la dilatation due ala formation d’acide lactique. 


Fic. 16. — Les premiers et derniers tétanos de deux secondes d’une série 
aboulissant a la fatigue, effectués sur un gastro-cnémien normal plongé 
dans Vhuile de paraffine. Au point A, l'image du ménisque a été remaniée 
suivant lélalonnage indiqué. 


Mais l’accord n’allait pas plus loin. En particulier la dilata- 
tion trouvée était beaucoup trop petile par rapport & la forma- 
lion d’acide lactique. 

C’est alors que mon collaborateur Hans Hartmann a eu l’idée 
de remplirle vase dilatométrique d huile de paraftine au lieu de 
la solution de Ringer, pour empécher le muscle de s’imbiber 
d’eau. I] a ainsi obtenu des tracés de volume correspondant 
exactement & ce qu’on attendait en raison des mesures effec- 
tuées sur les extrails diastasiques (fig. 15). La contraction 
évoluait, il est vrai, lors du premier tétanos presque exacte- 
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ment comme dans la solution de Ringer, mais le résidu rétrocé- 
dait beaucoup plus vite, dans le tétanos suivant encore plus vite, 
ete. Vest ce qu’on voit sur le tableau dela page précédente (fig. 16) 
qui montre comment la diminution de volume est suivie d’une 
augmentation progressive. Par conséquent, si l’on veut attri- 
buer la diminution de volume en premier lieu & la décom posi- 


Fic. 17. — Tracé de la variation de volume dans 6 tétanos de deux secondes 
effectuées sur un muscle empoisonné par l’acide mono-iodacétique en 

’ solution de Ringer. Poids du muscle: 1 gr. 40: longueur : 30 millimétres 
(muscle correspondant contralatéral de celui de la figure 18). Au point 4, 
limage du ménisque a élé renaniée suivant l’élalonnage indiqué. Somma- 
tion des résidus, pas de diminution de volume; au contraire, 4 partir du 
tétanos II le résidu augmente « contraction » de volume supplémentaire, 
indiquant des processus d imbibition. 


tion d» l’acide créatine-phosphorique, le résidu présent au 
moment de la décontraction doit correspondre a la décomposi- 
tion du phosphagéne & ce moment, diminuée d'une certaine 
dilatation causée par l’acide lactique. Dés maintenant, la 
Annales de l'Institut Pasteur, t. LIII, n¢ 6,.1934. 39 
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resynthase de l’acide créatine-phosphorique est mise en marche, 
accompagnée de la formation différée d’acide lactique. Ceci | 
tenda diminuer le résidu de fagon que dans chacun des tétanos 
consécutifs l’abaissement sera plus fort, parce que la resynthése 
de l’acide créatine-phosphorique devient de plus en plus com- 
plete, la formation de l’acide lactique de plus en plus abon- 
dante. En fin de compte, il doit en résulter une dilatation, 


Fic. 18. — Tracé de Ja variation de volume dans une série de 6 tétanos de 
deux secondes chacun, effectués sur un muscle empoisonné par l’acide 
mono-iodacétique, plongé dans l’huile de paraffine. Poids du muscle : 
4 er. 39; longueur: 39 millimétres (muscle correspondant contralatéral de 
celui de la figure 17). Au point A limage a été remaniée suivant |’étalonnage 
indiqué. Le tracé des résidus reste horizontal. Sommation des résidus 
jusqu’au début de la rigidilé. 


puisqu’au total c’est la formation d’acide lactique qui l’emporte 
de beaucoup sur le clivage d’acide créatine-phosphorique. C’est 
exactement ce que nous constatons sur les tracés. Cette inter- 
prétation peut étre soumise 4 une vérification par l'étude de 
lenregistrement de la contraction du muscle intoxiqué par 
Vacide iodacétique, étude qui la confirme entiérement. Dans ce 
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cas, le résidu reste intact et tous les résidus s’addilionnent, 
parce qu’ici il n’y a pas de formation d’acide lactique et pas de 
resynthése de phosphagéne. Il en est ainsi également dans les 
expériences effectuées en solution de Ringer, mais le phénoméne 
est plus net dans les expériences effectuées dans l’huile de 
paraffine (fig. 17 et 18). Ici les résidus sont nettement au 
niveau horizontal et s'additionnent complétement. Ceci veut 
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dire que dés la fin de la contraction il ne se passe plus rien, ce 
que confirme aussi l’analyse chimique. 

Voici les tracés schématiques pris sur le muscle normal et 
sur le muscle empoisonné par l’acide iodacétique. Ici on a fait 
les dosages des transformations chimiques dans les muscles, 
sur lesquels des mesures de volume avaient été effectuées; on 
a également calculé la production de chaleur dont il faut tenir 
compte, particuliérement dans I’huile de paraffine, étanl donné 
son grand coefficient de dilatation thermique. Les tracés etfec- 
tifs des volumes sont la résultante des changements opposés 
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provoqués par les différents processus de décomposilion d'une 
part, et par la production de chaleur de l’autre. Du cote droit 
du tableau on voit les changements obtenus, en fait, & la fin 
d'une série de contractions poursuivies jusqu’a la fatigue, et qui 
sont comparés a ceux calculés & partir des transformations 
chimiques. Il en résulte une concordance remarquablement 
bonne, étant données les conditions expérimentales (fig. 19). 

Je reléve le fait, que les tracés de volume ne permettent pas 
de distinguer si c’est le clivage de l'acide adénylpyrophospho- 
rique ou celui de l'acide créatine-phosphorique qui est le pro- 
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Fis. 20. — Dispositif photo-électrique. 


P, lampe a spot; B, Biprisme; W, Cuve a l'eau; MK. Condenseurs de 
microscope; C, Cuvette; PH, Cellule photoélectrique; G, Galvanométre. 


cessus primaire. En enregistrant & grande vitesse des secousses 
isolées isométriques on arrive dans l’espace d'un ¢ & la coinci- 
dence compléte dans le temps entre |’allure de la tension et le 
tracé de volume. On est en droit d’en conclure qu’il existe bien 
un processus chimique accompagné d’une diminution de 
volume et d'un changement de l'état mécanique exactement 
synchrone. 

[l yaencore une méthode physique trés différente, développée 
dans nolre laboratoire par A. v. Muralt, qui permet également 
de suivre l’allure dans le temps des transformations de l’acide 
créatine-phosphorique et de la formation de l’acide lactique, et 
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qui est aussi « exempte d’inertie » que la méthode dilato- 
métrique. Cette méthode consiste a déterminer la transpa- 
rence, c’est-a-dire & mesurer la valeur réciproque del’extinction. 
A. v. Muralt a observé en collaboration avec E. v. Baeyer le fait 
surprenant, que la transparence du muscle change au cours 
d'une série de contractions anaérobies (fig. 20). 

La transparence a été mesurée & l’aide d’une cellule photo- 
électrique, la transparence d’un couturier de grenouille étant 
comparée 4 celle d’une plaque de verre dépoli. Il ressort des 
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turier frais de Rana esculenta en solution de Ringer phosphatée, comparé 
au verre dépoli. Enregistrement de la tension. Excitations portées quatre 
fois par minute, chocs maxima d’ouverture, 8 volts. Lectures toutes les 
50 excitations. Aprés 550 excitations, série ininterrompue de 450 excitations. 
Commencement : 10 h. 45; fin : 15 h. 15. 


expériences faites sur des muscles normaux que, d’abord, la 
transparence s‘accroit pendant les 100 premiéres contractions 
et diminue ensuite jusqu’a la fatigue compleéte (fig. 21). 

En bas du tableau sont reproduites schématiquement les ten- 
sions en g des secousses isolées, chaque trait correspondant a 
5 secousses. L’autre tracé est celui de la transparence, l’obscur- 
cissement (c’est-a-dire !’accroissement de |’extinction) allant de 
bas en haut. D'abord la transparence augmente puis, aprés 
100 contractions environ, elle diminue. Ce tracé rappelle for- 
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tement, comme on le voit, le tracé de changement de réaction 
que j’ai montré au début et, en effet, Vaugmentation de la trans- 
parence est en rapport avec le clivage de l’acide créatine-phos- 
phorique, Ja diminution de la transparence avec la formation 
d'acide lactique. Par conséquent, V'allure de la courbe sera 
trés différente dans le muscle empoisonné par le iodacétate 
(fig. 22). 

Pendant toute la série des secousses isométriques reproduite 
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Fic. 22. — Empoisonnement par l’acide mono-iodacétique, 


couturier pale et frais de Rana esculenta, comparé au cercle dépoli. 


A-B, empoisonnement a l’intérieur de la cuvelte par du Ringer phosphaté 
+ acide iodacétique 1 : 25.000. La solution de poison a été renouvelée au 
bout d'une demi-heure, puis remplacée par du Ringer phosphaté pur au 
bout dune heure. 

B-C, 5 excitations jusqu’a l’adaptation définilive du muscle. ; 

C-D, excitations portées jusqu’a la rigidité complete, 30 excitations par 
minute, chocs maxima d’ouverture, 8 volts. 


ci-contre, l’extinction va décroissant jusqu’a |’ établissement de 
Ja rigidité. 

Ici également, le résultat devient encore plus frappant quand 
on fait travailler le muscle dans de I'huile de paraffine au lieu 
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de la solutionde Ringer, afin d’empécher l'imbibition par l'eau. 
Dés lors, lobscurcissement causé par la formation d'acide 
lactique fait entiérement défaut, élant donné quw’il n’était di 
qu’a une imbibition secondaire, ainsi qu’il résulte de l'étude des 
témoins. On peut alors suivre les transformations de l’acide 
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Fic. 23 et 24. — Tracés découpés dans une série de tétanos de deux secondes 
en anaérobiose (fig. 23) et en aérobiose (fig. 24). Ordonnée, variation du 
galvanometre correspondant au courant nga ASE Bp Diminution de la 
variation, diminution de l’extinction, augmentation du courant photoélec- 
trique. Abscisse, temps en minutes. Intervalles de cing minutes entre deux 


excitations. 


eréatine-phosphorique seul dans une série de ¢étanos et de 
secousses isolées, sans que la formation d’acide lactique inter- 
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vienne en méme temps dans l’observation. Tandis que, jusqu’a 
présent, cette méthode n’avait pu servir & montrer (ce qui se 
passe au moment dela contraction, elle montre maintenant le 
clivage et la resynthése de l’acide créatine-phosphorique avec 
plus de précision encore peut-étre que ne le fait la méthode 
volumétrique. Vous voyez sur la figure 23 ce qui se passe 
pendant 4 /étanos anaérobies conséculifs de deux secondes 
chacun. Dés la fin du tétanos, il y a tout de suile un fort éclair- 
cissement di a la décomposition de l’acide créatine-phos- 
phorique. Cet éclaircissement est réduit, dans le délai d’une 
minute, de 2/3. Les distances des ‘é¢anos particuliers sont de 
cing minutes, et l’on voit que dans l’intervalle un autre niveau 
s'établit (fig. 24). 

La rétrocession correspond a la resynthése, le niveau récent 
indique le bilan de la décomposition par rapport a l'état initial. 
Ceci se répéte lors de chaque létanos suivant, mais les écarts 
diminuent, c’est-a-dire la resynthése devient de plus en plus 
complete. La figure 24 montre aussi le méme phénoméne, 
mais en atmosphére d’oxygéne. On voit de nouveau ce que 
nous avons appris déja par les dosages chimiques, a savoir 
qu’en présence d’oxygéne la resynthése anaérobie rapide est 
suivie d’une resynthése aérobie lente. En deux minutes, en pré- 
sence d’oxygéne,|’acide créatine-phosphorique est complétement 
resynthétisé jusqu’a la concentration de départ, de fagon que la 
transparence atteint le niveau inilial. 

Il ne faut pas méconnaitre que toutes ces méthodes physiques, 
si utiles qu’elles puissent étre;pour suivre les changements chi- 
miques, ne nous donnent pas de renseignement sur le méca- 
nisme méme de la contraction. Je veux cependant signaler 
encore trés briévement une méthode qui permet de pénétrer ce 
mécanisme, sans toutefois établir Jusqu’a présent le rapport 
direct avec les données chimiques. C’est la méthode d’enregis- 
trement de la double réfraction, également mise au point par 
A. von Muralt. La variation négative de la double réfraction des 
parties anisotropes des fibrilles musculaires a été découverte, 
comme on le sait, par Ebner, Rollet et d’autres il y a plus de 
cinquante ans. Mais c’est A. von Muralt qui, le premier, a 
réussi a l’enregistrer quantitativement par rapport a la contrac- 
tion. Ne pouvant m’arréter sur sa méthode, je me conten- 
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terai de reproduire un décalque d’une photographie originale 
(fig. 25). 

En haut, c’est le tracé de la secousse isométrique sur lequel 
on a marqué le temps au moyen d’un diapason par des repéres de 
1/500 de seconde. En bas, on a tracé le déplacement des raies 
ditesde Fizeau-Foucault pour deux longueurs d’onde différentes ; 
le déplacement correspond au changement de la double réfrac- 
tion; ce déplacement a lieu vers les ondes courtes du specire. 
Vous voyezalors que cen’est pas uniquement au moment de l’ac- 
croissement de la tension qu’il y a une variation, mais qu'il y en 
a une aussi lors de la décontraction. Ceci correspond exactement 


vert 


rouge 


Fie. 25. — Secousse singuliére isométrique d’un muscle légérement fatigué. 
Ordonnée, diminntion de la différence de marche (accroissement de la 
tension); abscisse, temps; R, moment de Il’excitation. 


& la distinction établie par Hartree et Hill dans la chaleur 
anaérobie iniliale de la contraction, en chaleur de tension ct 
chaleur de décontraction. Sans entrer dans le détail de la 
théorie, je veux signaler qu'un changement de la double réfrac- 
tion doit correspondre & un changement de forme ou de tension 
des micelles de protéines dans les segments anisotropes. Ce 
changement de forme des micelles des protéines est finalement 
& la base de la contraction. Mais la question de savoir comment 
ce changement esl provoqué, soit par une variation de l’ionisa- 
tion des protéines, soit par une autre voie, ne peut tre abordée 
aujourd'hui. On ne peut savoir non plus si ce changement n'est 
pas provoqué directement par la séparation de |’acide phos- 
phorique des composés dont nous venons de parler. Ceci est 
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une tache pour l’avenir. Je n’ai voulu que vous indiquer com- 
ment nous nous approchons par différentes voies de la solution 
du probleme de la contraction musculaire, en établissant le 
rapport entre les processus chimiques et une série de phéno- 
ménes physiques jusqu ici inconnus. 
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ETUDES SUR LES ANTIGENES FIXATEURS 
DES BACILLES TUBERCULEUX 


(PREMIER MEMOIRE) 


ANTIGENES FIXATEURS CONTENUS 
DANS LES SUBSTANCES LIPOIDIQUES EXTRAITES DE BACILLES 
TUES PAR LA CHALEUR 


par Micugt. A. MACHEBOEUF et Georcerts LEVY 
avec la collaboration de M. CHAMBAZ. 


Much (1), Kurt Meyer (2), Besredka (3), Pétroff (4), Boquet 
et Négre (5), Dienes (6), ont montré qu’il était possible d’obtenir 
a partir du bacille tuberculeux des extraits capables de fixer 
Valexine en présence de sérums d’animaux ou d’hommes tuber- 
culeux. 

Les extraits préparés par ces divers auteurs sont des 
mélanges complexes et aucun essai de purification n’a été tenté 
pour isoler leurs substances actives. Dans un précédent travail 
que nous avons rapporté ici méme (7), nous avons extrait, puis 
fractionné les substances lipoidiques des corps bacillaires. Dans 
le travail rapporté aujourd’hui, nous avons cherché & savoir 
tout dabord quelles étaient celles de ces diverses fractions 
lipidiques qui possédaient des propriétés fixatrices, puis nous 
avons cherché & purifier les substances actives contenues dans 
ces fractions. 

Nos buts élaient divers : 1° Isoler ou tout au moins purifier 


) Mocn. Beitr. z. Klin. der Tuberk., 20,1911, p. 341. 
) Muyer (K.). Zeits. F. Immunit., 14, 1912, p. 859 et 15, 1943, p. 245. 
) Besrepka. Ann. Instilut Pusleur, 35, 1921, p. 291. 
) Perrorr (S.A.). Amer. Rev. of Tuberculosis, 41,1917, p. 33, 2, 1918, p. 525 et 
PO oo ellie 
Boouet (A.) et Nore ‘L.). C. R. Soc. Biol., 83, 1920, p. 922 et 960, 87, 1922, 


1934, p. 333. 
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assez les substances actives pour pouvoir nous renseigner sur 
leur nature chimique ; 2° Savoir si Je pouvoir hapténe appar- 
tenait & une seule subslance ou & un ensemble de substances 
voisines ou, au contraire, & une série de substances lipoidiques 
diverses ; 3° Nous espérions au moins débarrasser les substances 
actives de la majeure partie des substances inerles ou tubercu- 
liniques qui les accompagnent dans les extraits complexes pré- 
parés jusqu ici. 

L’antigéne de Petroff est un simple extrait méthylique de 
corps bacillaires tués par la chaleur. Les substances extraites 
par l’alcool méthylique sont trés diverses, l’extrait de Petroff 
est donc un mélange trés complexe qui s’émulsionne mal dans 
Veau et qui présente un pouvoir empéchant de l’hémolyse assez 
élevé. 

Lantigéne de Boquet et Négre est trés supérieur a tous 
points de vue & celui de Petro/f, il ne contient pas une aussi 
grande quantité de substances lipidiques inaclives s’émulsion- 
nant mal dans l’eau; son pouvoir empéchant est encore 
notable, mais disparait en présence de sérum en quanlilé 
convenable. De plus, l’antigéne de Boquet et Negre a conduit a 
des résultats thérapeutiques fort intéressants. 

Nous avons accessoirement cherché si, par purification des 
substances actives, nous pouvions alténuer ou faire disparaitre 
le pouvoir empéchant pour lhémolyse et éventuellement 
supprimer les substances qui peuvent provoquer une réaction 
fébrile chez quelques-uns des tuberculeux traités. 

Liantigéne de Négre et Boquet se prépare & partir de bacilles 
lués par ia chaleur, puis séchés. Ces corps bacillaires sont 
parliellement dégraissés par macération dans l’acétone ; cette 
opération élimine une partie des lipides dont l’activité hapténe 
est & peu prés nulle. On met enfin les bacilles & macérer dans 
de l'alcool méthylique et la solution méthylique filtrée est 
 « antigéne » de Négre et Boquet; sa concentration est telle 
que 1 cent. cube correspond & 1 centigramme de bacilles secs. 
Par addition progressive d’eau a cette solution alcoolique, on 
obtient des émulsions fines et assez stables. 

Liantigéne a lo@uf de Besredka est une émulsion aqueuse de 
bacilles cultivés sur un milieu spécial & l’ceuf, puis stérilisés 
par la chaleur. L’antigéne de Besredka est un bon antigéne 
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pour les réactions de fixation, mais c’est un mélange bien plus 
complexe encore que les extraits de Pétroff ou de Boquet et 
Négre et son pouvoir fixateur peut ne pas dépendre des seuls 
principes immédiats lipidiques du bacille. 


Techniques utilisées. 


SOLUTIONS ANTIGENIQUES SERVANT D ETALONS DE COMPARAISON, 


Nous nous sommes parfois servis de l’antigéne de Besredka 
comme terme de comparaison accessoire au cours de nos déter- 
minations des aclivités fixatrices de nos fractions lipidiques, 
mais nous avons toujours rapporté nos résultats & un étalon 
arbitraire constitué par une préparation donnée d’antigéne 
méthylique. L’échantillon, tel qu’il nous avait été aimablement 
remis par nos collégues Boquet et Négre, contenait, apres filtra- 
tion et élimination de quelques flocons insolubles, 0 milligr. 77 
de substances dissoultes par centimetre cube. Nous avons dilué 
cette solution par de l’alcool méthylique de telle maniére que 
1 cent. cube contienne exactement 0 milligr. 50 de substances 
dissoutes. Nous avons conservé cette solution étalon a froid eta 
Vabri de l’air et de Ja lumiére, elle nous a servi & préparer, 
pour chaque expérience, par dilution au moyen d’eau physiolo- 
gique, les émulsions dont nous avons comparé l’activité fixa- 
trice & toutes les émulsions des fractions lipidiques bacillaires 
que nous avons étudiées. 


MisE EN SUSPENSION AQUEUSE DES FRACTIONS ETUDIEES. 


Lorsque cela fut possible, nous avons toujours préparé avec 
les fractions étudiées une solution-mére dans |’alcool méthy- 
lique dont la concentration était aussi de 0 milligr. 5 par centi- 
métre cube, et ce sont les émulsions aqueuses, obtenues en 
diluant lentement ces solutions avec de l’eau, dont nous avons 
comparé les pouvoirs fixateurs entre eux et a celui de l’antigéne 
de Négre et Boquet utilisé comme étalon. 

Pour quelques fractions, la solubilité dans |’alcool méthy- 
lique était trop faible pour qu ‘il fat possible de préparer une 
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solution & 0 milligr. 5 par centimetre cube; nous avons alors 
préparé, au moyen d’un autre solvant volatil, une émulsion 
aqueuse & 0 milligr. 4 par centimetre cube, puis éliminé par 
distillation partielle dans le vide le solvant utilisé, et nous 
avons enfin ramené au volume primitif en ajoutant de l'eau et 
aussi de l’alcool méthylique en quantité convenable pour que la 
teneur en cet alcool soit la méme que si l’émulsion aqueuse a 
0 milligr. 1 par centimétre cube avait été préparée, comme 
Whabitude, en diluant au 1/5 par de l’eau physiologique une 
solution méthylique 4 0 miiligr. 5 par centimetre cube. 

Pour quelques rares fractions enfin, il nous a été impossible 
d’obtenir des émulsions aqueuses suffisamment fines et stables ; 
nous n’avons donc pas pu étudier avec précision leur pouvoir 
fixateur. 

Titrages. Nous avons utilisé la méthode classique des doses 
décroissantes d’hapténe en laissant fixes les doses d’alexine et 
d’anticorps. Toutes nos fractions ont été titrées au moyen d'un 
méme sérum de cheval préparé par des injections de bacilles 
vivants de la souche BCG. Nous avons effectué, en outre (1), 
quelques expériences avec des sérums d’animaux ou d’hommes 
tuberculeux. 

Nous avons toujours fixé la dose d’alexine & 2,5 doses minima 
actives et le volume total dans chaque tube d’hémolyse était 
2c. c. contenant 0c. c. 25 d'une émulsion de globules rouges 
de mouton correspondant a du sang dilué au 4/20. 


Résultats expérimentaux. 


Cove aARAISON DES ACTIVITES FIXATRICES 
DE TOUTES LES FRACTIONS LIPIDIQUES PRIMORDIALES. 


Dans le tableau ci-contre, nous avons rassemblé les résultats 
obtenus en déterminant l’activité de chacune des fractions pri- 
mordiales obtenues par la méthode indiquée dans un précédent 
mémoire (/oc. cz¢.). Nous renvoyons &ce mémoire pour la défi- 


(1) Avec Taide amicale et éclairée de C. Ninni; nous tenons en outre a 


remercier ici M. W. Schaeffer, qui a bien voulu effectuer pour nous quelques 
litrages qui ont confirmé les notres. 
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nition précise de chacune des fractions en nous contentant de 
rappeler ici pour chacune d’elles, en quelques mots, le prin- 
cipe de la technique qui nous a conduit a l’obtenir. Nous avons 
fixé a 100 l’activité de notre échantillon étalon d’antigéne 
méthylique de Négre et Boquet, et si nous indiquons pour une 
fraction une activité de 150, par exemple, cela signifie que, a 
poids égal, la fraction est plus active que les substances de 
extrait méthylique de Boquet-Négre, et que pour fixer com- 
plétement une méme dose d’alexine, toutes conditions égales 
dailleurs, il faut 1,5 fois moins de la fraction considérée que 
des substances de Boquet et Négre. 


Activité fixatrice des diverses fractions lipidiques primordiales. 


Etalon. — Activité de l’extrait méthylique de Boquet et Négre fixé arbi- 
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Fraction B (extraite par Valcool chaud et restant soluble dans l'alcoo} 


froid). 
Cette fraction est subdivisée en trois sous-fractions : 
Sous-fraction B, : tres peu soluble dans Péther......... 0 
Sous-fraction B, : soluble dans l’éther et insoluble dans lacétone. 333 
Sous-fraction B; : soluble dans léther et lacétone ....... 8 


Fraction C (extraite par l'alcool chaud, mais précipitant par refroidisse- 
ment de l’alcool). 
Cette fraction est subdivisée en quatre sous-fractions : 

Sous-fraction C, : tres peu soluble dans l’'alcool chaud.... . 0 

Sous-fraction Cy: soluble dans l’alcool chaud et trés peu soluble 
dansmraleoolerorderncc. eit ei atod se) 9 + ase) sete cme seee 0 
Sous-fraction C, : soluble dans l’alcool chaud et trés peu soluble 
datistal co oliiroiding.wesmhisonsme wn cinel.t echel aver oie a einen 
Sous-fraclion C,: soluble dans Valcool froid; cette fraction est 
donc une partie de la fraction B entrainée par Ja fraction C . 150 


to 


Fractions D et E. — Il est impossible de préparer au moyen de ces frac- 
tions des émulsions fines et stables dans l'eau, les émulsions gros- 
siéres que nous avons pu obtenir n’ont pas présenté de pouvoir 
fixateur appréciable. 


Ces premiers résultats nous permettent déja de conclure que 
seules sont actives les fractions solubles dans lalcool froid et 
extrémement peu solubles dans l’acétone, Bien plus, c'est uni- 
quement dans les fractions B, et C, qwil existe une activité 
fixatrice notable, mais C,, soluble dans l’alcool froid, n'est en 
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somme qu’un peu de B qui souillait la fraction C. Dans C, 
comme dans B, les substances actives sont précipitables par 
l'acétone et les caractéres physiques et chimiques des substances - 
actives de C,, ainsi séparées par l’acétone, permettent de les 
considérer comme identiques a B,. 

Les fractions A,, B, et C, qui présentaient un pouvoir fixa- 
leur trés faible, mais encore net, ont été fractionnées par 
lacétone, et nous avons constaté que leur activité était égale- 
ment due & la présence de petites quantités d’impuretés phos- 
phorées trés peu solubles dans l’acétone, solubles dans l’alcool 
froid et analogues a B,,. 

Il est done permis de conclure que, parmi toutes les substances 
lipoidiques du bacille tuberculeux, un seul type de substances 
possede un ponvow fixateur appréciable : substances solubles 
dans lalcool froid, extrémement peu solubles dans Vacétone. De 
plus, aucune sous-fraction ne s'est montrée active sans contenir 
duphosphore et une forte activité s accompagnait toujours d’une 
forte teneur en phosphore. Quelques fractions, par contre, bien 
que trés riches en phosphore, sont absolument inactives (B 
par exemple). 


4) 


ESSAIS DE PURIFICATION 
DE LA FRACTION PRIMORDIALE LA PLUS ACTIVE Bs 


L’ensemble des résultats rapportés ci-dessus nous avait amenés 
a penser que lactivité fixatrice appartenait & des phosphatides ; 
nous avons donc cherché & purifier notre fraction si active B, 
par précipitations répétées au moyen d’acétone & partir d'une 
solution chloroformique concentrée. Par cette méthode, nous 
avons vu s’élever progressivement et parallélement l’activité et 
la teneur en phosphore des précipités successifs. Aprés sept 
précipitations successives, la teneur en phosphore et l’activité 
sont restées constantes; l’activité était alors 440, la fraction 
obtenue était done 4,4 fois plus active, a poids égal, que 
extrait méthylique de Boquet et Négre. La fraction B, brute 
contenait 3,35 p. 100 de phosphore, mais, aprés sept précipi- 
tations successives par l’acétone, la teneur en phosphore a 
atteint la limite de 4,9 p. 100. 

La substance obtenue n’est pas une lécithine ni une cépha- 
line, niun phosphoglycéride, car elle ne donne pas de glycérol 
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par saponification alcaline. La teneur en azole est d’ailleurs 
faible et voisine de 1,3 p. 100, tandis que la teneur en phos- 
phore est trés supérieure & celle des lécithines. 

Nous avons constaté que la substance si active obtenue ici 
nest encore qu'un mélange, car, par fractionnement au 
moyen d’alcool, nous avons pu obtenir des fractions dont les 
points de fusion et les teneurs en phosphore different, mais 
pour poursuivre l’isolement de la substance active il nous 
fallait de grandes quantités de matiére premiére que nous pré- 
parons actuellement. 

Quoi qu'il en soit, les essais que nous rapportons ici nous 
permetlent déja de conclure ainsi : 


Résumé et conclusions. 


Parmi les nombreuses fractions lipoidiques extraites des 
bacilles, puis séparées suivant la méthode indiquée dans un 
mémoire précédent (7), deux fractions seulement présentent a 
un degré notable la propriété de fixer |’alexine en présence de 
sérums de tuberculeux. Ces deux fractions ont été fractionnées 
méthodiquement, et il a été possible d’attribuer la totalité de 
leur activité & une méme sous-fraction active commune. La 
fraction active ainsi séparée n’est pas encore une substance 
pure ; son activité est cependant considérable et se montre, 
poids égal, prés de cing fois supérieure a celle des substances 
déja si actives contenues dansl’extrait méthylique de Boquet et 
Négre. 

La fraction active est trés soluble dans le chloroforme, assez 
soluble a froid dans l’alcool et extrémement peu soluble dans 
Vacétone. Sa teneur en phosplhore est trés élevée (5 p. 100 
environ). Aucune fraction non phosphorée ne s'est montrée 
active, mais certaines fractions riches en phosphore sont inac- 
tives. Tous ces faits tendent & rapprocher Ja (ou les) substances 
actives des phosphatides, mais leur saponification ne libére 
aucune trace de glycérol. Les fractions obtenues sont si actives 
que 1/1.000 de milligramme suffit pour fixer deux doses 
minima d’alexine. 
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HISTO-CYTOLOGIE DES REACTIONS LOCALES 
D’'HYPERSENSIBILITE CHEZ LE COBAYE 
(REACTIONS ALLERGIQUES A LA TUBERCULINE 
ET REACTIONS ANAPHYLACTIQUES) 


par R. LAPORTE. 
(Institut Pasteur. . 
Laboratoire de recherches sur la tuberculose.) 


Dans le cadre général de inflammation, il est un ordre par- 
ticulier de réactions des animaux préparés aux réinjections 
intratissulaires de protéine sensibilisante, qui constitue un type 
d’inflammation aseptique dont il convient de définir les carac- 
teres. Ces réactions locales d’hypersensibilité se présentent sous 
un double aspect : /a réaction allergique, du type tuberculinique, 
d'une part; da réaction anaphylactique, d’autre part. 

Dans quelle mesure la réaction allergique de la peau a la 
tuberculine constitue-t-elle un type particulier d’inflammation 
spécifique? Au point de vue histologique, c’est la un probleme 
important, car on peut penser que l’injection intradermique de 
tuberculine & des animaux tuberculeux provogue seulement 
une inflammation banale dont la spécificité tiendrait unique- 
ment a ce qu'elle ne se produit que chez les sujets porteurs 
de lésions tuberculeuses. S’il existait, au contraire, des phéno- 
ménes inflammatoires propres 4 la réaction allergique, leur 
connaissance serait capitale pour l'étude de son mécanisme. 

Les premiéres recherches entreprises sur l’histologie des 
dermo-réactions tuberculiniques ont été faites par Auché et 
Augistrou, et par Spehl, sur des animaux fortement tubercu- 
lisés par une injection massive de crachats ou de cultures de 
bacilles humains virulents. L’injection intradermique d’une 
goutte de tuberculine brute, non diluée, ou seulement diluée 
de moitié, a produit naturellement une escarre importante. 
Aussi les auteurs ont-ils insisté particuliérement sur les réac- 
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tions de nécrose et ont-ils été frappés par la prédominance 
quasi exclusive des polynucléaires parmi les cellules émigrées. 
Is ont observé infiltration diffuse de tout I’épiderme par 
les polynucléaires, migration s’exagérant par places pour former 
des bandes et des foyers. Beaucoup de cellules épidermiques 
subissent laltération vacuolaire. Le derme, surtout au niveau 
de la couche papillaire, le tissu cellulaire sous-cutané et les 
faisceaux musculaires striés de la peau sont infiltrés aussi par 
un trés grand nombre de polynucléaires souvent déformés et 
en voie de destruction. Ces lésions s’accentuent pendant le 
second jour; plus tard, le nombre des leucocytes diminue, les 
fragments nucléaires disparaissent, les cellules du tissu con- 
jonctif s’*hyperplasient. On voit arriver des cellules d’un nouvel 
ordre : lymphocytes, leucocytes mononucléaires. Auché et 
Augistrou ont noté, en outre, l'importance des phénoménes 
d’ectasie vasculaire et d’infiltration des tissus par les globules 
rouges. 

Pour Bessau, la réaction tuberculinique n’est rien de plus, 
apres quelques jours, qu’un foyer tuberculeux néo-formé. Des 
caractéres biologiques complétent cette identité histologique ; 
c’est ainsi que la réaction dite de reviviscence ne serait qu’une 
simple réaction focale. La réaction allergique ne traduirait donc 
que la capacité de |’organisme de produire du tissu tuberculeux 
sous l’influence de injection spécifique. Cette opinion a été 
reprise par Zieler, pour qui l’injection intracutanée de tuber- 
culine donne du tissu tuberculeux trois semaines aprés. Le 
méme auteur a vu cependant que des suspensions de certains 
germes tués, le colibacille par exemple, sont susceptibles, quand 
on les injecte dans la peau, d’entrainer la formation d’amas 
de cellules 6pithélioides et de cellules rondes dans le tissu 
conjonctif périvasculaire, mais aussi bien chez les sujets sains 
que chez les tuberculeux. 1] conclut, comme Bessau, que la 
réaction tuberculinique est spécifique en ce sens que l’organisme 
ayant recu des bacilles de Koch est seul capable d’édifier du 
tissu tuberculeux sous |’effet de l’injection de substances 
extraites de ces bacilles. 

Ces conclusions ont élé combattues par Selter et ses éléves. 
On trouvera dans l'article de Blumenberg, dont nous donnons 
la référence, une revue bibliographique trés compléte de tous 
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les travaux cliniques et anatomiques qui tendent a réfuter 
Vhypothése de la spécificité de la réaction tuberculinique. 
D'aprés ces auteurs, le sujet sain réagirait aussi 4l'injection de 
tuberculine par la production de tissu tuberculeux. On pourrait 
obtenir, d’ailleurs, la formation de ce tissu par l’injection de 
vaccins microbiens et méme de filtrat de culture de coliba- 
cilles. Blumenberg a observé chez un homme l’apparilion de 
tissu tuberculeux quinze jours aprés une injection intrader- 
mique d’eau distillée. La réaction tuberculinique du sujet tuber- 
culeux ne serait donc que l’exagération d’une réaction inflam- 
matoire simple. Ces conclusions, opposées a celles de Bessau et 
de Zieler, montrent que l’accord n’a pu se faire entre les ana- 
tomo-pathologistes sur la spécificilé de l’inflammation aller- 
gique, au moins par l'étude des modifications tardives qu'elle 
entraine dans les tissus. 

Récemment, Dienes et Mallory ont repris l'étude des réaclions 
tuberculiniques. Ils ont cherché & identifier ce type de réaction 
du point de vue anatomique, comme Zinsser l’avait fait du point 
de vue clinique. On sait que Zinsser a opposé le type anaphy- 
lactique des réactions cutanées d’hypersensibililé ot linflam- 
mation est immédiate et transitoire, au type tuberculinique ot 
laréaction estretardée et prolongée. L’état allergique, au con- 
lraire de l'état anaphylactique, ne s’accompagne pas d’an- 
ticorps décelables dans le sérum sanguin; la transmission 
passive d’un sujel sensible 4 un sujet sain est donc impossible. 
Chez les sujets allergiques, l’injection intraveineuse de l'anti- 
géue n’entraine pas de choc immédiat et mortel, mais des 
troubles pathologiques tardifs. Pour l étude histologique, 
Dienes et Mallory insistent sur la nécessité de prendre comme 
type les réactions tuberculiniques modérées ou faibles, alin de 
faire la part de ce qui revient a la réaction due a la nécrose. Ils 
ont noté que l’infiltration cellulaire est alors & prédominance 
mononucléaire, surtout au début de la réaction jusqu’a la 
sixiéme heure et aux stades tardifs aprés la quarante-huitiéme « 
heure, Pendant la période intermédiaire, de la septiéme a la 
quarante-huitiéme heure, la proportion des polynucléaires 
augmente, mais ils prédominent rarement. C’est au cours de 
celte période que des signes de dégénérescence et de nécrose 
de l’épiderme apparaissent. Dans les réactions faibles, ot la 
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nécrose épidermique ne survient pas, linfiltration inflamma- 
toire est presque exclusivement formée de mononucléaires. Tel 
serait le tableau histologique caractéristique du type d’hyper- 
sensibilité dit « tuberculinique ». 

Par l’intensité des phénoménes exsudatifs, la prédominance 
des polynucléaires qui est de régle pendant toute la durée dela 
réaction, les réponses anaphylactiques s'’opposeraient & ce 
type. 

I! semble résulter de ces recherches de Dienes et Mallory 
que les caractéres histologiques spécifiques des réactions d’al- 
lergie cutanée doivent élre recherchés pendant la période 
d’apparition et de développement de la réaction, et non au 
stade ultime du processus inflammatoire. 

Dans ce mémoire, nous reprendrons l'étude des divers 
aspects dela réaction du derme a la tuberculine chez le cobaye, 
des modalités de son évolution en fonction du temps et de ses 
variations suivant l'intensité de la sensibilité du sujet. En la 
comparant aux réactions inflammatoires simples, ainsi qu’aux 
réacltions cutanées du type anaphylactique,, nous essayerons 
de préciser quels sont les caractéres qui lui sont spécifiques. 


1. — Technique expérimentale et histologique. 


Nos recherches ont porté sur de nombreuses coupes de réac- 
tions tuberculiniques du derme obtenues chez des cobayes de 
pelage blanc et en bon état, infectés par des bacilles tubercu- 
leux virulents, ou par des bacilles peu pathogenes (souche R,), 
ou par du BCG. Nous avons employé, pour | étude des réactions 
faibles, des cobayes sensibilisés depuis trois semaines environ 
par des bacilles de souche R,, ou par du BCG. Les éprenves 
ont été failes par injection intradermique, au niveau des flancs, 
de 0c. c. 4 d’une solution de tuberculine brute, diluée de 1 p. 10 
a1 p. 100. Dans certaines expériences, nous avons employé 
au lieu de tuberculine le filtrat sur bougie Chamberland L, de 
cultures de bacilles bovins (Vallée) en milieu de Sauton, agées 
“de cinq semaines, suivant la technique de A. Boquet et 
J. Bretey. 

Les piéces ont été prélevées par biopsie et fixées tantot pen- 
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dant sept heures dans le liquide de Helly, ce qui durcit un peu 
trop la peau, tantét pendant huit jours dans une solution rigou- 
reusement neutre et isotonique de formol a 5 p. 100, puis pen- 
dant douze heures dans le picro-formol de Duboseq-Brasil. Cette. 
derniére méthode assure une conservation parfaite des hématies 
et une excellente fixation des noyaux et des cytoplasmes; elle 
permet toutes les colorations. Les coupes de 24 545 y ont été 
eflectuées en partant du foyer central de la réaction; elles ont | 
été colorées par la méthode de |’hémalun avec contre-coloration 
a l’érythrosine-orange. 

Nous avons aussi employé la méthode de May Griinwald- 
Giemsa, I’hématoxyline ferrique de Heidenhain, l'érythrosine 
orange-bleu de toluidine et accessoirement la coloration de 
Weigert pour Ja fibrine, celle de Van Gieson ou celle de Masson 
au bleu d’aniline pour le tissu collagéne. 


II. — Etude histologique des réactions tuberculiniques. 


Au cours des deux premiéres heures qui suivent l’intra- 
dermo-tuberculination, des phénoménes exsudatifs et con- 
gestifs intenses apparaissent dans le territoire injecté, se 
traduisant, en général, par une réaction macroscopique. Un 
cedeme important distend les faisceaux dermiques; il est sur- 
tout abondant dans l’hypoderme, ow il dissocie les fibres colla- 
genes laches en une fine dentelle qu’envahissent des cellules 
dont le nombre augmente trés vite. Il s’agit surtout de poly- 
nucléaires parfaitement intacts, d’éosinophiles et de monocytes 
plus rares. Cette infiltration atteint la couche musculaire striée 
de la peau et l’‘hypoderme situé en dessous. Traduisant une 
vive congestion, les vaisseaux apparaissent dilalés et gorgés 
d’hématies. 

Déja aprés un quart @heure, on observe des images de mar- 
gination et de diapédése intense des polynucléaires qui forment 
dans le derme des petits nodules trés denses, presque toujours 
centrés par un capillaire ou entourant un follicule pileux inha- 
bité. On trouve néanmoins plus de monocytes qua état 
normal; ils apparaissent épars, surtout dans la couche papil- 
laire du derme ow ils dominent; parfois ils sont groupés en 
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petits amas de 5 a 6. Il existe, en outre, un appel trés net des 
éosinophiles dans les capillaires, aussi bien dermiques qu’hypo- 
dermiques. On trouve aussi ces éléments parmi les nombreuses 
cellules qui se pressent autour des vaisseaux congestionnés : 
capillaires et veines. 

Aprés une heure, Vinfiltration cellulaire est plus étendue et 
plus diffuse, l’cedéme a diminué, mais les phénoménes vaso- 
dilatateurs persistent avec margination et diapédése intense 
des leucocytes. Ces phénoménes congestifs sont surtout évidents 
dans les couches profondes, car il n’est pas rare de trouver dans 
le derme de nombreux capillaires écrasés et exsangues. A ce 
stade, les phénoménes de réaction conjonctive s ébauchent déja, 
on trouve d’assez nombreux grands fibroblastes, fortement 
basophiles, de forme triangulaire ou polygonale, a gros noyau 
souvent bourgeonnant et sans membrane netle, clair, d’aspect 
spongoide, avec quelques petits blocs de chromatine. Le cyto- 
plasme de ces cellules est finement granuleux. 

Vers la troisieme heure, aspect de linflammation change, 
leedéme et la congestion vasculaire ont diminué et sont trés 
réduits, mais l’émigration cellulaire s’est beaucoup accrue. 
Dans les réactions trés fortes, qui deviendraient nécrotiques, les 
polynucléaires se montrent extrémement nombreux a ce stade, 
formant des amas dermiques qui envoient des prolongements 
épais entre les faisceaux conjonctifs. Au centre de la réaction, 
on voit une bande sous-épidermique d’infiltration & polynu- 
cléaires, mais il n’existe pas encore, en général, de lésions 
apparentes de l’épiderme. Dans I’hypoderme, les polynu- 
cléaires dominent également, formant une nappe d’ infiltration 
diffuse. A ce slade cependant, l’afflux monocytique s’accroit 
beaucoup, surtout dans l’intérieur et autour des vaisseaux. 
Dienes et Mallory ont déja insisté sur importance des mono- 
cytes dans les réactions de la deuxiéme heure. 

Sur les coupes des prélévements faits aprés 5 heures, 7 heures, 
9 heures, on voit s’accentuer Jes phénoménes prévédents : dans 
le derme, le nombre de polynucléaires augmente encore, sur- 
tout dans les réactions fortes. Vers la cinquiéme heure, on voit 
réapparaitre l’cedéme et la congestion, on constate |’existence 
de signes d’altération vasculaire que nous décrirons plus loin. 

Vers la Awitiéme heure, parfois plus tot, les premiéres lésions 
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nettes de l’épiderme se manifestent. C’est 1a !’apanage exclusif 
des réactions fortes, mais ces altérations sont parfois tardives 
dans les réactions moins intenses. Elles consistent en infiltra- 
tions de la couche moyenne du corps muqueux par des 
polynucléaires isolés ou groupés en ilots, blocs ou bandes. En 
méme temps, des signes de dégénérescence vacuolaire avec 
pyenose nucléaire frappent de nombreuses cellules épider- 
miques, réalisant un véritable état spongoide, et infiltration du 
derme par les polynucléaires s‘accentue, en particulier au 
niveau de la zone papillaire. Cette infiltration massive du 
derme serait en rapport étroit, d’aprés Dienes, avec les phéno- 
ménes de nécrose épidermique. Pour cet auteur, les altérations 
de l'épiderme dans la réaction cutanée a la tuberculine tra- 
duisent un état de sensibilisation des cellules épithéliales elles- 
mémes; on assisterait & des phénoménes analogues 4 ceux que 
de nombreux auteurs ont décrits au sujet de la sensibilisation 
épidermique envers certains médicaments. Naegeli aurait 
obtenu une véritable destruction de lambeaux épidermiques 
placés dans une solution d’antipyrine et prélevés sur-un homme 
au niveau de certains territoires culanés qui présentaient un 
érythéme a chaque absorption d'antipyrine par Je sujet. D’autres 
fragments, placés dans les mémes conditions mais prélevés 
dans des territoires non sensibles, auraient conservé, par contre, 
une structure normale. Pour Dienes, il n’y a pas de relation 
(directe entre la nécrose de la peau et le degré d hypersensibilité 
générale. La nécrose serait la conséquence de la sensibilité 
propre de I’épiderme et c’est & elle que serait due la prédomi- 
nance de l’infiltration par des polynucléaires des couches der- 
migues superficielles et de l’épiderme. Il n'est pas douteux, en 
effet, que toutes les fois qu'une réaction tuberculinique évolue 
vers la nécrose, l’atleinte de l’épiderme soit de régle; mais ce 
nest pas tonjours en regard des zones d’altération maxima de 
l'épiderme que lafflux le plus intense de polynucléaires se pro- 
duit dans le derme. Il se peut que |’épiderme soit vraiment 
sensibilisé & la tuberculine, mais rien n’autorise & contester 
une sensibilité propre des tissus dermiques eux-mémes. 

Entre la vingt-quatriéme et la trentiéme heure, les réactions 
atteignent leur acmé. Les différences sont alors trés accentuées 
entre les réactions fortes et les réactions faibles non nécrotiques. 
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Dans les réactions forles, toute lacouche moyenne du corps 
muqueux, puis l’assise basale sont détruites, et les infiltrats 
inflammatoires confluent. La nécrose frappe l’épiderme et une 
zone dermique en général étroite. Dans les réactions trés fortes, 
les altérations nécrotiques pénétrent en profondeur dans le 
derme et prennent un type hémorragique. Souvent quelques fol- 
licules pileux échappent & Ja nécrose et restent intacts au milieu 


Fic. 1. — Réaction tuberculinique furte de trente heures. 
Foyers dinfiltration 4 monocytes autour des gros vaisseaux hypodermiques. 


des tissus sphacélés. Au niveau de l’épiderme, la nécrose cesse 
en général d'une maniére brusque; il n’en est pas ainsi en pro- 
fondeur ot les limites de la zone sphacélée sont beaucoup moins 
neltes. Au-dessous de la zone de nécrose, les faisceaux fibreux 
dermiques sent gonflés, d’aspect trouble, tantét pales, tantdt 
hyperchromatiques; entre eux, des coulées inflammatoires 
ondulent; elles sont formées presque exclusivement de poly- 
nucléaires souvent altérés et parfois entitrement lysés. 

Comme dans les stades antérieurs, et avec plus d’inlensité, 
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l'inflammation atteint les couches profondes de la peau jus- 
qu’aux muscles abdominaux. Dans l'hypoderme superificiel situé 
au-dessus du peaucier, ou existent d’importants paquets vasculo- 
nerveux logés dans une atmosphére cellulo-adipeuse, on trouve 
une infiltration cellulaire diffuse, noyée dans un liquide 
d’cedéme fibrineux. Le bouleversement est souvent tel que les 
cellules graisseuses elles-mémes ne sont plus reconnues. Les 
polynucléaires, en général intacts, dominent, mais les mono- 
cyles sont beaucoup plus nombreux que dans le derme, sur- 
tout dans la zone des paquets vasculo-nerveux. Deslymphocytes 
et des éosinophiles s’ajoutent en proportions variables aux cel- 
lules émigrées. Dans Vhypoderme profond, qui forme une 
couche de tissu cellulaire lache entre le peaucier et les muscles 
propres de la paroi, l’afflux diffus des cellules inflammatoires 
n'est pas moindre, mais on n’y trouve que de rares polynu- 
cléaires. Par contre, les éosinopniles sont en général assez 
nombreux; mais ce sont surtout les grands monocytes qui 
dominent, auxquels se joignent plus tardivement un nombre 
parfois trés élevé de cellules rondes lymphocytiques. Plus on 
s’éloigne du foyer central de la réaction dermique, plus les poly- 
nucléaires se raréfient, tandis que les monocytes, en grande 
partie du type macrophage, augmentent. On note souvent des 
images nombreuses de phagocytose des polynucléaires et des 
éosinophiles par ces cellules. 

Le muscle strié de la peau du cobaye forme une couche 
épaisse qui sépare, comme nous |’avons dit, ’hypoderme en 
deux étages; il est formé de larges faisceaux coupés en sens 
différents et logés dans une atmosphére conjonctive, qui est 
traversée par de volumineux paquets vasculo-nerveux, disposés 
entre les deux étages de l’hypoderme. Dans les réactions fortes, 
eedéme écarte les faisceaux musculaires et des trainées inflam- 
matoires s'insinuent entre eux, surtout autour des vaisseaux. 
Dés la cinquiéme heure, nous avons souvent rencontré une 
atteinle de certains faisceaux musculaires, qui deviennent homo- 
génes, compacis, hypercolorables. Ils sont trés vite le siege 
d'une infiltration intense par des polynucléaires et ils appa- 
raissent alors comme un bloc anhiste, coloré en rose vif par 
l’éosine et semé d’un amas de noyaux de leucocytes. Ces phéno- 
ménes de myosite aigué parcellaire sont particuligrement fré- 
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quents dans les réactions tuberculiniques. Il n’en est pas de 
méme, semble-t-il, dans les autres types de réactions inflam- 
matoires de la peau, en particulier dans les réactions anaphy- 
lactiques. 

Les phénoménes vasculaires sont toujours importants dans 
les réactions fortes. Des les premiéres heures, la congestion de 
nombreux capillaires et des veines est marquée. Plusieurs 


Fic. 2. — Réaction tuberculinique de vingl-quatre heures. Turgescence des 
endothéliums vasculaires, présence de monocytes autour des vaisseaux. 


vaisseaux montrent une tuméfaction des cellules endothéliales 
qui font saillie dans la lumiére. Il est parfois possible de ren- 
contrer, dés la cinquiéme heure, des figures de mitose au niveau 
de ces cellules. Au contact des foyers de prolifération endothé- 
liale qui se constituent ainsi rapidement dans certains vais- 
seaux, les leucocytes s’amassent et sont emprisonnés bientét 
dans un coagulum fibrineux. La thrombose peut devenir totale. 
De nombreux petits vaisseaux du derme sont envahis et obstrués 
par de gros monocytes et d'autres leucocytes. Au stade de 
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nécrose, la paroi vasculaire se dissocie et les hématies se répan- 
dent dans les tissus. Seuls les vaisscaux du bloc de nécrose der- 
mique présentent des altsrations nécroliques de leur paroi. Les 
lymphatiques de la peau sont trés souvent ectasiés et trés 
apparents dans les réactions fortes. Coupés en tous sens, ils 
figurent des espaces bordés d’une paroi trés mince sans 
réaction endothéliale et contenant des lymphocytes parfois 
extrémement serrés. Un peut voir apparaitre, parmi eux, comme 
une ébauche de centre germinatif tormé par des cellules plus 
claires de type lymphoblastique. Ces phénoménes ne sont pas 
rencontrés avec netlelé sur toutes Jes coupes; souvent ils sont 
trés réduits. 

Les réactions faibles, a la trentiéme heure, se distinguent par 
les caractéres suivants : absence de nécrose et de processus 
hémorragique, aspect normal de |’épiderme. Les monocytes 
dominent toujours, méme dans le derme. Dés la douziéme 
heure, on trouve des macrophages ayant phagocyté des poly- 
nucléaires. Les phénoménes vasculaires sont moins accentués, 
la thrombose et la prolifération endothéliale restent discrétes. 
On ne rencontre jamais de nécrose des fibres musculaires. 
Linfiltration de lhypoderme profond par des monocytes est 
toujours moins intense et plus tardive, mais elle fait rarement 
défaut. 


_ Evoturion pes rtactions. — Dans les réactions d'intensité 
moyenne, la zone nécrosée dermo-épidermique forme une 
crotte mince qui s’élimine en quelques jours laissant une ulcé- 
ration dont la cicatrisation est parfois étonnamment rapide. 
Des la quarante-huitiéme heure, les limites de l’escarre appa- 
raissent trés nettes, surtout du coté de I’épiderme. Au niveau 
du derme, elles sont indiquées par une couche continue de 
polynucléaires. La régénéralion de l’épiderme se fait & partir 
des bords et grace 4 la couche basale qui forme, comme |’a bien 
vu Dienes, une étroite bande étalée au-dessous de l’ancien 
épiderme nécrosé. Quand l’escarre a élé étendue, la cicatrisa- 
tion est lente. le bloc dermo-épidermique nécrosé s’élimine en 
entier, le fond de lulcére coatient alors un exsudat purulent 
qui recouvre une couche fibrino-leucocytaire. Dans les réac- 
tions trés fortes, il n’est pas rare que le derme soit nécrosé sur 
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une grande partie de son épaisseur; la cicatrisation s’effectue 
par prolifération d’un tissu conjonctif jeune, presque exclusi- 
vement cellulaire, formé de fibroblastes disposés en couches 
paralléles & la surface de la peau. 

Du coté du derme profond et de lhypoderme, on voit sur- 
venir, aux stades tardifs, des phénoménes d'un ordre nouveau. 
Vers la suixantiéme heure, les foyers de monocytes et de lym- 


Fic. 3. — Réaction tuberculinique forte de quarante-huit heures. Elimination 
de la zone nécrosée dermo-épidermique. Infiltration dermique interfasci- 
culaire. OEdéme et infiltration diffuse de 'hypoderme ou se constituent des 
foyers de monocytes périvasculaires. 


phocytes développés autour des vaisseaux hypodermiques 
tendent 4 confluer en une couche plus ou moins continue, trés 
visible sur une des microphotographies ci-contre. On trouve 
aussi des éosinophiles parmi ces cellules. Les polynucléaires, 
encore nombreux dans les couches superficielles, font défaut 
dans les couches profondes. En certains points du derme, sur- 
tout en profondeur, au niveau de Vhypuderme et an milieu 
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des amas de monocytes, enfin jusque dans l’hypoderme pro- 
fond, on assiste & la constitution de foyers de cellules assez 
volumineuses, de forme souvent géométrique et presque tou- 
jours polygonale, & cytoplasme abondant, coloré en rose violacé 
par le May-Grimwald ou l’érythrosine orange-bleu de toluidine, 
& noyau arrondi ou ovale, clair, poussiéreux, exceplionnelle- 


Fic. 4. — Réaction tuberculinique trés forle de soixante heures. A gauche la 
zone nécrosée dermo-épidermique a été éliminée et l’épiderme sain se 
glisse au-dessous des débris sphacélés. On voit se constituer une zone, 
tendant a devenir continue, d infiltration hypodermique ot dominent les 
monocytes. 


ment plus dense et foneé. Ces cellules different nettement des 
monocytes et rappellent les cellules épithélioides du_ tissu 
tuberculeux. Les zones confluentes d'infiltration monocylique 
et les foyers épithélioides néoformés constituent la premiére 
ébauche dun tissu de granulation qui se développera dans la 
suite, donnant naissance a un tissu tuberculoide particulier sur 
lequel |’école allemande a insisté, comme nous l’avons vu. 
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La constitution du tissu tuberculoide doit dtre étudiée & un 
stade plus avancé. Elle est nette, en général, sur les coupes a 
partir du cinquiéme ou du huitidme jour. Sur une coupe d’une 
réaction nécrotique forte, datant de douze jours et cicatrisée en 
quelques jours, on peut faire les constalations suivantes : 

1° L’épiderme est entiérement reconstitué, il est épaissi, de 
hauteur irréguliére; 


Fic. 5. — Les trois zones de réparation des lésions 
dans une réaction tuberculinique ancienne (douze jours). 
Zone papillaire : tissu conjonctif lache trés riche en cellules. 
Zone dermique proprement dile : tissu fibroblastique serré; les fibroblastes 
se disposent en faisceaux parallélement a la surface de Ja peau. 
Zone hypodermique : tissu d’aspect histiocytaire infiltré de cellules rondes. 


2° La couche papillaire du derme est occupée par un tissu 
conjonctif jeune, contenant de trés nombreux fibroblastes de 
forme stellaire ; une énorme vascularisation néoformée a envahi 
ce tissu. Entre les cellules, un réticulum de fines fibrilles colla- 
genes s est développé. L’ensemble forme un tissu clair ow les 
vestiges de l’inflammation sont représenlés par de rares lym- 
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phocytes disposés en petits foyers. De chaque cdté de la lésion, 
la limite est brusque avec la couche papilaire normale, beau- 
coup plus pauvre en cellules, nettement fibreuse, avec de rares 
capillaires. 

3° Au-dessous de Ja couche papillaire et formant comme un 
pont étroit entre les zones latérales du derme proprement dit 
qui ont conservé la structure normale, apparait une couche 


Big. 6. — Réaction tuberculinique de douse jours. Zone de prolifération cellu- 
‘laire développée dans ’hypoderme autour des cellules adipeuses. Ce tissu 
contient de nombreuses cellules géantes. 


dense de fibroblastes fusiformes, & grand axe paralléle a la 
surface cutanée. Ces fibroblastes jeunes, dont le noyau est 
souvent volumineux ct de forme arrondie ou a peine ovalaire, 
sont beaucoup plus ¢troitement serrés et tassés les uns contre 
les autres que dans la couche papillaire. Ici, encore, on trouve 
des néo-capillaires & lumiére trés réduite et & paroi presque 
exclusivement cellulaire. Entre les fibroblastes, de nombreuses 
et fines fibrilles de collagene se dessinent. 
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4° Dans Vhypoderme, une vaste zone s’est constituée, de 
forme grossiérement triangulaire, dont |’épaisseur maxima 
correspond & l’ancien foyer principal de la réaction. De chaque 
coté, au-dessus du peaucier et au-dessous des couches pro- 
fondes du derme, cette zone envoie des prolongements épais, 
qui s’étendent bien au dela de la zone de réparation dermique. 
L’ensemble des tissus ainsi néoformés sur toute la hauteur de 
la peau est en forme de bouton de chemise, étranglé en son 
milteu par le derme proprement dit resté normal. Tandis que 
dans Ja couche papiliaire et au niveau du derme, il s’agit d’un 
tissu de cicatrisation & évolution fibreuse rapide, le tissu déve- 
loppé dans la couche cellulo-adipeuse de ’hypoderme offre une 
structure différente. Aun faible grossissement, il apparait sous 
forme de larges travées cellulaires, délimitant des mailles 
étroites et vides qui représentent les cellules adipeuses. Au 
fort grossissement, il est presque exclusivement conslitué par 
de grosses cellules 4 cytoplasme abondant, de tendance ampho- 
phile, granuleux et de chromophilie variable suivant les 
éléments. Le noyau de ces cellules, arrondi ou ovalaire, central 
ou périphérique, est du type vésiculeux, clair, 4 membrane peu 
‘distincte ; il contient deux ou trois gros blocs volumineux de 
chromatine sur un fond poussiéreux. Exceptionnellement on 
rencontre des noyaux denses, uniformément sombres. Nette- 
ment distinctes les unes des autres en général, de forme carrée, 
polygonale, & contours angulaires, ces cellules paraissent se 
fondre souvent pour former des plasmodes multinucléés, qui 
donnent en certains points limage de vérilables nids de 
noyaux. Des espaces clairs, que traversent de minces filaments 
protoplasmiques disposés en un fin réseau, séparent fréquem- 
ment ces cellules. 

On trouve aussi dans ce tissu de véritables cellules géantes 
dont le cytoplasme est, en général, tres chromophile et nette- 
ment acidophile. De taille et de forme variables, elles sont 
parfois arrondies ou ovalaires, avec une couronne de noyaux 
périphériques. L’identité de ces éléments avec le type Lan- 
ehans est alors évidente, mais on ne trouve jamais la moindre 
trace de caséification centrale. D’autres fois, leur forme est tout 
a faitirréguliére, défiant toute description; assez souvent elles 
entourent en entier une cellule graisseuse. Il arrive aussi que 
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dans l’intérieur ou au contact d'une de ces cellules géantes on 
trouve un petit amas de noyaux extrémement fragmentés, 
tassés les uns contre les autres et agglomérés dans un dépdt 
de fibrine. 

Ce tissu est parcouru par quelques travées conjonctives 
cellulo-fibreuses et par ua réseau & grosses mailles irréguliéres 
de fines fibrilles de collagene. Le contraste est manifeste entre 
la pauvreté de cette trame et l’abondance des néo-fibrilles col- 
lagénes développées dans le tissu de cicatrisation qui a envahi 
le derme. 

Ce tissu tuberculoide est infiltré d'une maniére irréguliére 
par des cellules rondes lymphocytiques et par quelques rares 
plasmocytes; les cellules rondes sont excessivement nom- 
breuses en certains points. Au sein de ces plages cellulaires, on 
trouve de nombreux vaisseaux : capillaires néo-formés et vais- 
seaux anciens présentant une réaction endothéliale accrue qui 
va parfois jusqu’a l’obturation quasi compléte de Ja lumiére. 
Il existe aussi une prolifération des cellules conjonctives de 
Vadventice. 

L’aspect général du tissu gue nous venons de décrire 
traduit sa nature exacte histiocytaire ou, si l’on veut, ° 
dordre réticulo-endothélial. Sa structure rappelle celle que 
nous avons étudiée du tissu de granulation tuberculeux déve- 
loppé dans la peau a la suile de la surinfection expérimentale, 
mais on ny rencontre ni la structure folliculaire, ni la moindre 
trace de caséification. Les figures de mitose y sont peu nom- 
breuses ; pourlant on en observe quelques-unes avec une trés 
grande nelteté sur certaines coupes. 

Notons enfin que le tissu hypodermique profond, situé au-- 
dessous du peaucier, participe aux remaniements histologiques. 
On y trouve des ilots et des blocs de tissu épithélioide avec 
une infiltration lymphocytique diffuse; ces foyers se développent 
surtout autour des paquets vasculo-nerveux. I] en est de 
méme au niveau des travées interfasciculaires du peaucier et, 
la aussi, c’est autour des vaisseaux et des nerfs qui traversent 
cette couche musculaire que les réactions cellulaires sont les 
plus vives. 
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Ill. — Les réactions inflammatoires de la peau 
comparées avec la réaction tuberculinique. 


Si Pon veut préciser dans quelle mesure la structure de la 
dermo-réaction a la tuberculine réalise un tableau d’inflamma- 
tion spécifique, il est nécessaire de la comparer avec celle 
d’autres réactions inflammatoires cutanées, en particulier avec 
la structure des réactions anaphylactiques de la peau. C'est 
pourquoi nous nous sommes proposé d’étudier divers types de 
réaclions du cobaye sensibilisé au blanc d’euf, au sérum de 
cheval et aux protéides extraits du bacille de Koch, dont 
A. Boquet et G. Sandor ont montré récemment Ja nature ana- 


phylactique. 


A. — EToubE HISTOLOGIQUE 
DES REACTIONS CUTANEES ANAPHYLACTIQUES. 


‘étude histologique du phénoméne d’Arthus a été faite 
pour la premiére fois par Arthus et Breton. Mais ce sont les 
recherches de Gerlach et celles plus récentes d’Opie qui ont 
permis d’en tracer le lableau histo-pathologique détaillé. Ger- 
lach a insisté sur la précocité de l’déme et sur la rapidité 
avec laquelle s'installe la nécrose des petits vaisseaux de la 
peau d’oti résultent des hémorragies qui s’infiltrent entre les 
faisceaux conjonctifs. Il a observé que les endothéliums capil- 
Jaires sont tuméfiés dans une large zone autour du champ 
inflammatoire, et qu'il se produit, & la suite de la réaction, 
une mobilisation des histiocytes aboulissant 4 l’organisation 
rapide du foyer par un tissu conjonctif jeune. ‘Huit jours aprés 
Vinjection déchainante, la cicatrisation esl déja trés avancée. 

Opie a été frappé surtout par l’importance des phénoménes 
vasculaires. Les allérations des vaisseaux consistent dans la 
nécrose avec infiltration inflammatoire de Ja paroi et throm- 
bose hyaline de la lumiére. Le thrombus est envahi par les 
leucocytes; bientot la place des vaisseaux n’est plus marquée 
que par un petit amas de noyaux de leucocytes fragmentés, 
constitués surtout par des polynucléaires. Pour Opie, les 
lésions des parois vasculaires résultent de la production a leur 
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niveau d’une substance toxique due 4 la rencontre de l’antigéne 
injecté avec l’anticorps apporté par le sang. Cet anticorps 
serait une précipitine. Pour Dienes et Mallory, la réaction 
allergique se différencierait de la réaction anaphylactiyue par 
la prédominance des monocytes, sauf au stade moyen de la 
réaction. 

Dans nos expériences, faites sur le cobaye, nous avons éludié 
des réactions anaphylactiques fortes ou trés fortes et des réac- 
tions faibles non nécrotiques. Ces réactions ont été obtenues 
per injection intradermique dans la peau des flancs de 0c.c. 1 
du méme protéide (blanc. Jceuf, séram de cheval, protéides du 
bacille tuberculeux (t)] qui avaient servi a Ja sensibilisation 
préalable de animal. Cette sensibilisation a pu étre obtenue 
par des injections uniques ou multiples de lantigéne par voie 
sous-cutanée ou intrapéritonéale. Les réactions faibles, non 
nécrotiques, sont rencontrées sur des animaux peu sensibles ou 
sensibilisés depuis peu de temps (dix jours). Les prélévements 
ont été fails aprés cing heures, vingt-quatre heures, trente 
heures et pour les stades tardifs aprés dix et quinze jours. 

Nous avons pu ainsi établir le tableau suivant, réalisé par 
une réaction anaphylactique forte : 

Cing heures aprés Vinjection, cwedéme est déja abondant et 
dissocie les faisceaux dermiques qui deviennent troubles. Cet 
cedeme fibrineux, coagulé par les liquides lixateurs, forme, sur 
les coupes, un fin réseau coloré en rose vif par ]’éosine et 
visible sur toute la hauteur de ’hypoderme et par places dans 
le derme. L’épiderme, en général peu touché, parait sim- 
plement aminci par la distension des tissus; néanmoins, en 
certains endroits, les noyaux ne sont plus colorables. En 
d’autres points, une nécrose brutale réduit en entier l’épiderme 
en une bande amorphe hyperacidophile. Par ailleurs, d'autres 
noyaux épidermiques sont frappés de pycnose et le cytoplasme 
présente des lésions de dégénérescence trouble. Ces allérations 
épidermiques different nettement de celles qui caractérisent les 
réactions tuberculiniques. C’est ainsi que nous n’avons pas 


(1) Les réactions anaphylactiques produites par l’injection de protéides du 
bacille tuberculeux a des cobayes sensibilisés par des injections préalables 
de ces substances ont été obtenues par MM. Boquet et Sandor. Les coupes 
que nous ayons examinées proviennent de leurs expériences. 
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rencontré sur nos coupes de phénoménes de nécrose progres- 
sive avec dissociation de la couche moyenne du corps mugueux 
signalé par Arthus et Breton, chez le lapin éprouvé par voie 
sous-cutanée. Aprés cing heures, le derme est le siége d'une 
infiltration cellulaire beaucoup plus discréte que celle que l’on 
observe dans les -réactions tuberculiniques intenses. Cette 
inliltration est diffuse, mais prédomine autour des vaisseaux, 
surtout dans les couches profondes du derme. Il s’agit presque 
exclusivement de polynucléaires neulrophiles plus ou moins 
altérés et d’éosinophiles en général beaucoup mieux conservés. 
Ceux-ci sont souvent si abondants, aussi bien dans le derme 
que dans l’hypoderme, particuliérement autour des vaisseaux 
profonds, que l’on trouve parfois, dans les zones altérées, de 
tres nombreuses granulations éosinophiles essaimées entre les 
faisceaux. Les monocytes afiluent en moins grand nombre. 

Contrastant avec l’intensité modérée de Vinfiltration cellu- 
laire, on note des altérations marquées des faisceaux collagénes. 
Nate avons dit que ces faisceaux sont dissociés par l’edeme ; 
ils apparaissent de ce fait pales et troubles. En certains points, 
dans les couches superticielles de Ja peau, ia nécrose du colla- 
géne est manifeste; les fibres transformées en une matiére 
amorphe, forment des taches & contours dilfus, colorées unifor- 
mément en rose par | éosine; les limites des faisceaux fibreux 
cessent d’étre distinctes. ; 

Si nombre de petits capillaires dermiques sont encore 
intacts et gorgés d’hématies, d’autres ont subi la nécrose tolale, 
ce qui entraine des hémorragies abondantes disposées en 
nappes diffuses, qui infiltrent les tissus. Certains sont throm- 
bosés; leurs parois nécrosées, méconnaissables, forment une 
sorte de fin réseau fibrinoide, ot toute trace de noyaux 
endothéliaux et de limites cellulaires ont disparu; ce réseau 
est infiltré de polynucléaires. La lumiére de ces capillaires est 
occupée, en entier ou en partie seulement, par un thrombus 
homogene contenant des leucocytes (thrombose hyaline). Au 
niveau de l’hypoderme, on remarque une infiltration cellulaire 
plus intense, ot les polynucléaires, en meilleur état que ceux 
du derme, dominent aussi. Dans les couches profondes de la 
peau, les altérations brutales des vaisseaux sanguins ne sont 
pas moins importantes que dans le derme. On observe les 
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mémes phénoménes de nécrose massive de Ja paroi vasculaire ~ 
avec hémorragies interstitielles intenses. Les artéres elles- 
mémes sont totalement thrombosées, leur paroi cedématiée 
apparait trouble. S’il s’agit d’une réaction trés forte, il ne reste 
pas un seul vaisseau intact dans celte zone de la peau; la 
plupart sont entiérement détruits : une masse rose vif a struc- 
ture trés finement réticulaire, & limites diffuses, infiltrée de 


Fic. 7. — Réaction anaphylactique forle de cing heures aux protéides du baciile 
tuberculeux. Nécrose des parois vasculaires infiltrées de leucocytes, ayant 
entrainé des hémorragies interstitielles abondantes. Remarquer l’cedéme 
des faisceaux fibreux du derme environnant, qui paraissent gonflés, pales 
et troubles (a Ja partie supérieure de la figure un follicule pileux déshabité), 


leucocytes trés altérés, marque leur place. Ce type spécial de 
lésions vasculaires intenses est trés caractéristique des fortes 
réactions anapliylactiques. On ne trouve jamais cette nécrose 
massive des gros vaisseaux hypodermiques dans les réactions 
tuberculiniques ot les hémorragies sont cantonnées dans la 
zone superficielle de nécrose dermique. L’extension des hémor- 
ragies aux couches profondes de la peau explique l’intensité de 
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la tache circulaire rouge vineux qui décvle dés les premiéres 
heures une forte réaction anaphylactique. 

Bien que le fait ait été signalé par Gerlach dans le phéno- 
méne d’Arthus, nous n’avons pas trouvé sur nos coupes les 
signes de dégénérescence parcellaire des faisceaux musculaires 
at peaucier si fréquemment rencontrés dans les réactions 
allergiques. Quand la nécrose s’étend au peaucier, ce qui est 
rare, elle se produit aussi d’une maniére brutale et massive, 
sans quon puisse observer de localisations du processus a 
quelques faisceaux isolés. 

Les réactions anaphylactiques atteignent leur acmé vers la 
cinquiéme heure et les prélévements opérés aprés vingt-quatre 
et trente heures ne montrent pas de modifications sensibles. 
L’ceedéme abondant persiste, l’infiltration inflammatoire est de 
méme nature et prédomine autour des vaisseaux hypoder- 
miques. Parmi les cellules émigrées, on rencontre des éosino- 
philes avec la méme abondance qu’a la cinquiéme heure. Les 
altérations nécrotiques sont plus netles a ces stades tardifs et 
se répartissent par foyers épars dans le derme, mais déve- 
loppés spécialement autour des vaisseaux. Ces foyers, constitués 
surtout par des polynucléaires & noyau fragmenté, commencent 
a étre envahis par des cellules & noyau unique, clair, poly- 
morphe, & cytoplasme faiblement basophile et & limites indis- 
tinctes. On retrouve ces cellules un peu partout, formant des 
bandes, des blocs, des ilots; parmi elles, on peut voir déja de 
véritables cellules géantes. Les polynucléaires qui ont envahi 
Vhypoderme présentent aussi, 4 ce stade, des altérations 
intenses : pycnose du noyau avec phénoméne de karyorhexis, 
lyse protoplasmique; beaucoup sont phagocytés par de nom- 
breux macrophages dont certains contiennent 3 ou 4 cellules. 
Le nombre des lymphocytes augmente dans |’exsudat inflam- 
maloire. 

Naturellement, les réactions cutanées anaphylactiques obte- 
nues chez les animaux trés peu sensibles se caractérisent par 
des phénoménes inflammatoires moins intenses. Pourtant, 
l’cedéme est toujours important, a la fois dermique et hypoder- 
mique, dissociant les faisceaux fibreux écartés et gonflés. L’ épi- 
derme est en général intact. Dans le derme, l’infiltration cellu- 
laire diffuse apparait trés modérée, sauf autour de certains vais- 
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seaux. La nécrose vasculaire, beaucoup moins accusée que dans 
les réactions fortes, ne donne pas lieu, en général, aux hémor- 
ragies interslitielles; néanmoins de nombreux vaisseaux pre- 
sentent un véritable cedéme de leurs parois, le protoplasma des 
cellules endothéliales tuméfiées, écartées, forme une sorte de 
réseau de minces fibrilles. Les noyaux de ces cellules endothé- 
liales sont volumineux et clairs, parfois de formes trés irrégu- 
ligres, comme fripés. Il est & noter que les monocytes sont plus 
abondants que dans les réactions fortes, mais ils ne prédo- 
minent jamais aussi nettement que dans les réactions tubercu- 
liniques faibles. Aprés vingt-quatre heures, néanmoins, ils 
devienvent trés nombreux dans la couche cellulo-adipeuse de 
Vhypoderme, ou ils forment un véritable tissu de granulation. 
Comme dans les réactions fortes, cette couche est déja le siége 
d’une réaction histiocytaire. On peut juger, & ce stade, de 
Vimportance des altérations vasculaires : artéres thrombosées, 
prolifération intense et désordonnée des endothéliums, multi- 
plication des cellules de l’adventice. 

La structure des dermo-réactions anaphylactiques 4 la 
période d’état se distingue donc nettement de celle des réactions 
tuberculiniques. Il nous a paru nécessaire de rechercher si la 
différence est aussi marquée aux stades tardifs de réparation 
des lésions. Dans ce dessein, nous avons examiné des coupes de 
fragments de peau prélevés dix et quinze jours aprés l’injection 
d’épreuve sur des cobayes de sensibilité forte ou moyenne. 

Une réaction anaphylactique trés forle peut encore se révéler 
aprés quinze jours par une ulcération non cicatrisée. La bréche 
dermo-épidermique est recouverte d’une crofte fibrineuse ; sur 
les bords de l'ulcération, l’épiderme parait épaissi et envoie & 
la surface de la partie mortifiée une mince membrane déve- 
loppée & partir de la couche basale. Le fond est constitué 
par un tissu conjonetif surtout cellulaire, contenant de nom- 
breuses cellules inflammatoires, des lymphocytes surtout. Il 
s'agit d’un tissu extrémement vasculaire et du type « bourgeon 
charnu » ; les lymphatiques y sont béants; cd et 1A, on recon- 
nait quelques restes de nécrose : amas de noyaux fragmentés 
ou petits blocs de fibrine. Dans la partie qui correspond & la 
zone serrse du derme, ce jeune tissu conjonctif fibroblastique 
offre une structure plus dense; il est tissé d’une abondante et 
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fine trame de collagéne néo-formé. Les fibroblastes tassés les 
uns contre les autres forment des faisceaux, des tourbillons, des 
spirales ; les plus nombreux se disposent parallélement a la 
surface de la peau. Comme duns les couches superficielles, la 
néo-vascularisation est intense ainsi que l’infillration cellulaire 
constituée par des lymphocytes, des monocytes, des plasmo- 
cytes. Cetle couche de tissu conjonctif jeune envahit toule la 


Fic. 8. Réaclion anaphylactique trés forte au blane d@uf dalanl de quinze 
jours. Tissu d’aspect histiocytaire ayant envahi lhypoderme, formé de cel- 
lules trés irréguliéres 4 tendance tantot syncyltiale, tantot giganto-cellu- 
laire. 11 est infiltré de cellules rondes lymphocytiques et contient de trés 
nombreux débris de noyaux fragmentés. 


hauteur de la peau et atteint souvent le peaucier qu’elle 
dissocie également; de nombreux faisceaux musculaires ont 
ainsi disparu, étouffés par le tissu cicalriciel. 

Comme dans les réactions (uberculinigues, les phénoménes 
les plus intéressants s‘observentau niveau des couches profondes 
du derme et dans l’hypoderme. II s’est développé, a cet endroit, 
une couche d’un tissu de réaction histiocytaire de type épithé- 
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lioide: celte couche est interrompue au niveau du foyer prin- 
cipal de la lésion par le tissu conjonctif cicatriciel. Le lissu 
épithélioide est formé par de nombreuses cellules volumineuses, 
tras polymorphes, qui tendent & constliluer des syncythiums 
multinucléés et de véritables cellules géantes, souvent du type 
Langhans. Comme dans /es réactions tuberculiniques, ce lissu 
est logé dans une charpente collagéne, formée de fines fibrilles 


Fic. 9. — Réaction anaphylaclique de douse jours au sérum de. cheval. Une 
cellule géante & couronne de noyaux périphériques, au sein d'un tissu de 
méme type que celui de la figure précédente. 


disposées en réseau & larges mailles: il contient des capillaires 
néo-formés et il est infillré d'une maniére trés irréguliére par 
des cellules rondes. On peut trouver quelques amas épars de 
ces cellules histiocytaires au sein méme du tissu conjonctif 
jeune de cicalrisation, qui envahit le derme et Vhypoderme au 
niveau du foyer principal de la réaction. 

A ces stades tardifs, on assiste, en général, au retour de la 
perméabilité des gros vaisseaux hypodermiques. Ces vaisseaux 
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montrent alors une lumiére étroite, contenant des hématies 
logées & Vintérieur d’un amas de cellules & limites indistinctes, 
a cytoplasme granuleux, comme réticulaire, amas souvent 
infiltrés encore par des cellules rondes ou par des .polynu- 
cléaires. Les artéres elles-mémes présentent un épaississement 
de leurs parois. La thrombose de certaines veines hypoder- 
miques n’a pas encore disparu; leur lumiére est occupée par de 
nombreux polynucléaires, par des cellules rondes et des cellules 
endothéliales proliférées. A Vintérieur méme du thrombus, on 
trouve de tout petits capillaires néo-formés. On voit done que 
tous les vaisseaux importants portent des traces nettes de la 
gravité des atteintes qu ils ont subies. 

Sil s’agit d’une réaction moyenne n’ayant pas entrainé d’ulcé- 
ration, on ne constate plus guére de traces de l’inflammation 
apres dix jours, sauf dans les couches profondes. Dans la couche 
cellulo-adipeuse de ’hypoderme, la trame épaissie du réseau 
que forment les cellules graisseuses est constiluée par un lissu 
de réaction histiocytaire de méme type que celui que nous 
venons de décrire. On y décéle toujours de nombreuses cellules 
géantes, en parlculier autour de certaines cellules graisseuses; 
certaines englobent dans leur protoplasmades amas de Jeucocyles 
agelulinés. Le derme contient quelques foyers et bandes de ce 
méme tissu épithélioide qui écarte les faisceaux fibreux et tend 
a se développer autour des vaisseaux. Indépendamment des 
cellules épithélioides, de nombreuses cellules rondes sont répar- 
ties un peu partout, ainsi que d’assez nombreuses mastzellen 
isolées et des éosinophiles. Les lésions vasculaires tardives de 
ces réactions moyennes sont moins netles, mais de méme ordre 
que celles des réactions intenses : endo- et péri-vascularite, 
abondante vascularisation néo-formée. 

Cette étude des stades tardifs montre qu’on ne saurait 
opposer les réactions anaphylactiques aux réactions allergiques 
en ce qui concerne les processus de réparation. Il est surtout 
intéressant de constater que le tissu dit tuberculoide, contenant 
des cellules géantes, n’est nullement l’apanage des réactions 
tuberculiniques. Nous pensons qu'il représente simplement un 
mode particulier de réaction de Ja peau consécutive aux lésions 
inflammatoires aigués et étendues. 
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B. — R&acrioNs INFLAMMATOIRES SIMPLES DE LA PEAU 
DU COBAYE SAIN ET TUBERCULEUX. 


A titre de comparaison, nous avons étudié les manifestations 
inflammatoires qui se produisent dans la peau du cobaye a la 
suite d injections de diverses substances plus ou moins irri- 
tantes. 

L'eau salée physiclogique, par exemple, n’entraine pas de 
réaction durable; on trouve quelques polynucléaires ¢migrés 
dans le derme apres deux heures. Mais au bout de vingt-quatre 
heures, il ne subsiste d’autre trace de celte inflammation que la 
présence de quelques cellules rondes, éparses dans Ja couche 
papillaire. 

Le bouillon simple, non glycériné, produit une réaction plus 
durable. Au bout de vingt-quatre heures, la couche papillaire 
du derme et les couches profondes hypodermiques sont le sitge 
d'une infiltration cellulaire nette. Certaines papilles dermiques 
sont envahies par de nombreux lymphocytes et par des mono- 
cytes de pelite taille. On y trouve souvent des éosinophiles, 
quelques mastzellen, mais les polynucléaires font presque entié- 
rement défaut. Dans lederme proprement dit, d’assez nombreux 
monocytes et des macrophages sont présents entre les faisceaux. 
La réaction domine dans lhypoderme; elle est diffuse et cons- 
tituée par de nombreux polynucléaires, le plus souvent trés 
altérés, présentant des phénoménes intenses de pycnose et de 
karyorhexis. A coté d’eux, il existe quelques cellules rondes et 
surtout d’énormes macrophages extrémement actifs, & noyau 
irrégulier et sombre, excentrique. Certains renferment jusqu’a 
quatre ou cing polynucléaires phagocytés. Cette invasion 
secondaire des foyers de réaction inflammatoire par des macro- 
phages succédant aux polynucléaires apparait donc comme un 
phénoméne général; elle n’est nullement spécifique de la réac- 
tion tuberculinique. 

Le bouillon glycériné pur et la tuberculine diluée au 1/10 
produisent toujours chez Vanimal sain une réaction inflamma- 
toire nettement plus intense que celle que produit le bouillon 
simple. Aprés vingt-qualre heures, il persiste souvent un peu 
d’cedeme surtout hypodermique, les polynucléaires sont plus 
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nombreux; l'infiltration cellulaire prédomine aussi dans les 
couches profondes de la peau ov il s’est produit une réaction 
macrophagique trés intense. L’épiderme, par contre, est parfai- 
tement sain, tout au plus, peut-on noter la présence de 
quelques figures de mitose au niveau de la couche basale. . 

La réaction produite par ja tuberculine chez l’animal sain 
s’efface assez vile. Aprés cing jours, on n’en trouve plus guére 
de trace; l’épiderme est simplement Iégtrement épaissi; le 
derme parait intact dans sa couche papillaire. Pourtant I’hypo- 
derme. ainsi que les couches profondes du derme contiennent 
quelques foyers, parfois assez importants, de grosses cellules 
irréguliéres, du type histiocytaire, qui tendent, par places, & 
former des éléments syncytiaux multinucléés. C'est surtout 
autour des paquets vasculo-nerveux que ces formations 
apparaissent. Il nest pas rare de trouver quelques gros 
vaisseaux hypodermiques présentant une légére réaction endo- 
théliale. 

La peau de l’animal tuberculeux se montre-t-elle, comme 
beaucoup d’auleurs l’ont prétendu, plus sensible que la peau 
de l’animal sain aux substances irritantes banales? Le bouillon 
simple et surtout le bouillon glycériné, injectés & des animaux 
tuberculeux en bon état, provoquent, en effet, d’aprés nos 
expériences, l’apparition d’une inflammation macroscopique 
nettement appréciable encore aprés vingt-quatre heures. Sur 
les coupes d’une de ces réactions produites par le bouillon 
elycériné, on trouve l’image d'une papule tuberculinique de 
tres faible intensité : il existe des coulées de polynucléaires 
entre les faisceaux dermiques; l'hypoderme est envahi par de 
multiples cellules émigrées ; les polynucléaires y sont nom- 
breux, mais les monocytes prédominent, surlout autour des 
vaisseaux. Ces conslatations nous aménent a poser le probleme 
de Vimportance des afflux monocytiques chez les animaux 
tuberculeux a la suile des irritations locales. Il est certain, nous 
avons vu, que dans les réactions tuberculiniques le nombre 
des monocytes esl toujours trés considérable, surtout dans les 
réactions faibles, ot ils représentent la quasi-totalité des cellules 
émierées. Dans les réactions inflammatoires au bouillon simple 
ou glycériné, les monocytes affluent plus tot chez les tubercu- 
leux que chez animal sain puisque, déja aprés deux heures, on 
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en trouve un assez grand nombre a coté des polynucléaires. Se 
superposant A la réaction macrophagique diffuse et banale qui 
a envahi l’hypoderme, il se constitue, chez lanimal tuberculeux, 
des zones d’infiltration monocytique intense autour des vais- 
seaux. Ce phénoméne n’offre jamais celte importance chez 
Vanimal sain. 

Bref, si la réaction tuberculinique se rapproche des réactions 
inflammatoires banales, produites chez l’animal sain par des 
substances irritantes contenant des peptones ou de la glycérine, 
elle s’en distingue aussi par la qualité des cellules inflamma- 
toires : l’afflux monocytique se produisant plus tot et surtout 
d’une facon plus marquée chez l’animal tuberculeux que chez 
 V'animal sain. II s’agit 1a d’une aplitude réactionnelle propre a 
Vanimal tuberculeux. 

D’autre part, il est intéressant de constater qu'il n'y a guére 
qu'une différence dintensité entre la réaction tuberculinique 
des cobayes allergiques et celle que produit le bouillon glycé- 
riné chez le méme animal. 

Il est pourtant certains caractéres de la réaction aller- 
gique que nous n'avons pu observer méme chez l’animal 
tuberculeux par l’injection de substances irritantes non spé- 
cifiques. Nous voulons parler surtout de la nécrose progressive 
qui, dans les réactions fortes, frappe l’épiderme, les couches 
superficielles du derme et souvent les faisceaux musculaires 
striés du peaucier. Cette nécrose lente laisse en quelque sorle 
le temps aux cellules inflammatoires (polynucléaires en parti- 
culier) d’envahir et de dissocier les tissus atteints comme Je 
fait est particuliérement évident pour l’épiderme. Il est possible 
que des inflammations autres que celles que nous avons étu- 
diées puissent produire ‘ce résultat; mais sur nos coupes nous 
n’avons rencontré ce processus que dans les. réactions tuber- 
culinigues. 

Par contre, le stade précoce de linflammation qui suit 
immédiatement Vinjection de tuberculine n'est nullement 
spécifique. L’cedéme précoce, les phénoménes de dilatation 
vasculaire avec diapédése des polynucléuires, la turgescence de 
nombreux fibroblastes et cellules endothéliales se rencontrent 
aussi bien dans la peau de l’animal sain, injecté avec du 
bouillon ou de la tuberculine, qu’au début de la réaction 
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luberculinique. Ces altérations traduisent un processus banal 
de réponse tissulaire 4 toute injection irritante; ce n’est que 
plus tard, aprés quatre a cing heures, que la réaction tuberculi- 
nique commence a se distinguer par l’intensité progressive- 
ment croissante de l’inflammation et par l'apparition des pre- 
miers signes de dégénérescence des tissus. 

En ce qui concerne le rapprochement entre les dermo- 
réaclions allergiques et anaphylactiques, il est essentiel de 
remarquer que dans toutes ces manifestations, on observe une 
succession constante d’un double processus, exsudatif et nécro- 
tique d’une part, prolifératif d’autre part. Ce dernier atteint 
les cellules conjonctives; il entraine la formation de cellules 
géantes ef ne s’accompagne que d’un afflux leucocytaire 
minime. On peut admetire que le processus principal, qui est 
aussi primaire, exprime l’allération et la destruction des cons- 
tituants tissulaires et que le processus prolifératif ne représente 
guére que des images secondaires de résorption par Jes histio- 
cytes. Ge double processus exsudatif-nécrotique et prolifé- 
ratif se rencontre, ébauché, dans les réactions inflammatoires 
banales que produisent les injections de bouillon peptoné, de 
tuberculine chez l’animal sain. On est ainsi conduit & penser 
qu'il s’agit la d’une réaction biologique d’ordre général. Il est 
d’ailleurs possible que le processus dégénératif trouve jusqu’a 
un certain point sa source en lui-méme, les produits issus de 
la désintégration des éléments tissulaires contribuant 4 entre- 
tenir la réaction inflammatoire. Cetle hypothése a été émise 
par A. Boquet, en particulier & propos des phénoménes vascu- 
laires dans l’inflammation allergique : la vaso-dilatation locale 
que l’on observe dans les réactions tuberculiniques serait en 
rapport direct avec la présence de substances peu diffusibles, 
« douées de propriétés capillaro-motrices comparables 4 celles 
de l’histamine » et élaborées par les cellules locales altérées. 
Il semble qu'on puisse d’ailleurs englober parmi ces éléments 
réaclionnels la substance conjonctive elle-méme. L’importance 
de l’cedime du collagéne a, en effet, frappé plusieurs observa- 
teurs, dont certains, comme Gerlach, altribuent, a Ja propriété 
du collagene d’absorber énergiquement le liquide exsudé, un 
role de premier plan dans l’apparition de la nécrose locale. 
Jl devient donc possible d’envisager, du point de vue dyna- 
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mique, les différences d’ordre statique révélées par l’analyse 
histologique entre la réaction d’allergie et la réaction d’ana- 
phylaxie. Dans l'une, caractérisée par son évolution rapide, 
« impétueuse », par l’intensité des altérations vasculaires et du 
processus exsudatif, la nécrose est massive, brutale, précoce; 
dans l'autre, caractérisée par son évolution lente et progres- 
sive. la désintégration des éléments tissulaires observée sur les 
coupes sopere également avec lenteur et graduellement. Ce 
qui traduit ’importance de cette différence de mécanisme entre 
ces réactions, c’est que, du point de vue histologique comme 
du point de vue biologique, l’évolution générale des processus 
est, dans une large mesure, indépendante de l'état de sensibilité 
du sujet et de la dose d’antigéne. Aprés un court stade d’inflam- 
mation banale, provoquée par l’injection d’une substance irri- 
tante, l’'inflammation évolue pour son propre compte et affecte 
une allure différente, suivant que le facteur dégénératif frappe 
d’une maniére brutale ou progressive les éléments réactionnels. 
Ce n’est pas dans le cadre de celle étude que peut se placer 
celle du mécanisme intime de cette déyénérescence tissulaire. 
Nous avons voulu simplement attirer l'attention sur les hypo- 
théses qu’on peut fondér sur examen histologique comparé 
du groupe si particulier des réactions inflammatoires d’hy- 
persensibilité. 


[V. — Cytologie des réactions tuberculiniques. 


Les phénoménes inflammatoires qui se succédent dans la 
pean des animaux tuberculeux aprés injection de tuberculine 
posent de multiples problemes cytologiques, dont aucun n’a 
@ailleurs encore regu de solution définitive. Dans les premiers 
stades de Vinflammation, pendant la période d’état de la réac- 
tion, les cellules libres abondent dans l’exsudal inflammatoire. 
Afin de les étudier dans les conditions les plus favorables, 
nous avons pouctionné les papules a Laide de pipettes fine- - 
ment effilées. On peut ainsi recueillir facilement une quantité 
dexsudat d’autant plus importante que lon ponctionne plus 
profondément la peau. Ces exsudats, étalés directement sur 
lames, out Glé colorés par la méthode de May-Griinwald- 
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Giemsa et par le bleu de méthyléne a 1 pour 500 suivant la 
technique de coloration supravitale de Sabrazes. 

Les ponctions du derme ne donnent que trés peu de liquide, 
dans lequel on trouve de nombreux polynucléaires souvent 
altérés, présentant des images de pycnose nucléaire, de frag- 
mentation du noyau, de cytolyse. C’est surtout au stade de 
réaction maxima et dans les réactions nécrotiques que ces 
cellules deviennent extrémement abondantes dans l’exsudat 
recueilli. Les monocytes, les lymphocytes, les éosinophiles 
accompagnent les polynucléaires, mais sont beaucoup plus 
rares. 

Les ponctions profondes, hypodermiques, fournissent un 
exsudat plus abondant, surtout dans les réactions fortes, 
accompagnées d’un volumineux cedéme. En confirmation des 
résultats de examen histologique, on constate que, dans ces 
exsudats profonds, les polynucléaires sont plus rares : en 
général ce sont les monecytes qui dominent nettement, parfois 
dans la proportion de 60 p. 100. On trouve aussi des lympho- 
cytes plus ou moins nombreux (de 15 & 50 p. 100). Quand il 
s'agit de réactions fortes, des éosinophiles typiques accom- 
pagnent les autres cellules. Leur nombre peut s’élever jusqu’& 
20 4 30 p. 100, mais ils font défaut en général dans les réac- 
tions moyennes et faibles. 

Cette méthode des ponctions est surtout utile parce qu’elle 
permet d’étudier les éléments cellulaires d’une maniére trés 
minutieuse. De tous ces éléments, ce sont les monocytes qui 
sont les plus intéressants. lis se présentent en général sous 
l'aspect uniforme de grandes cellules de 10 8 15 ude diamétre, 
& grosnoyau sombre, le plus souvent excentrique, 4 chromaline 
disposée en réseau serré avec quelques gros blocs discernables. 
La forme de ce noyau est arrondie ou ovalaire, parfois plus ou 
moins lobée, réniforme, en fer 4 cheval ou trés irréguliére. 
Le cytoplasme est abondant, nettement basophile et trés gra- 
nuleux, bourré d’enclaves, de taille et de forme irréguliéres, les 
unes incolores, les autres colorées en rose. Certaines vacuoles, 
qui paraissent vides, prennent une extension considérable, 
envahissent toute la cellule et repoussent le noyau. 

Ces monocytes sont, nous l’avons dit, de dimensions fort 
variables, depuis de petits éléments lymphocytiformes a proto- 
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plasma déja trés granuleux, jusqu’a de grandes cellules de 15 
420 ude diamétre dont la nature macrophagique est révélée 
par la présence, a leur intérieur, d’inclusions cellulaires (poly- 
nucléaires surtout). Pour la plupart, ils jouissent de la pro- 
priété dévolue aux histiocytes de fixer énergiquement l’encre 
de Chine ou le carmin lithiné mélangé zn vitro avec l’exsudat 
et porté a l’étuve. Un autre caractére important consiste dans 
la fréquence relative des figures de milose de type régulier, 
qu'il est plus facile de constater sur les frottis d’exsudat que 
sur les coupes. 

Nous ne pouvons nous étendre ici sur les nombreuses variétés 
de monocytes de formes atypiques que nous avons rencontrées 
dans les exsudats. L’une d’elles cependant mérite d’étre men- 
tionnée. Il s’agit d’éléments assez volumineux et de formes 
irréguliéres, & contours parfois imprécis, grossiérement poly- 
gonaux, & cytoplasme beaucoup plus homogéne que celui des 
monocytes, nettement basophile et assez pale, & gros noyau 
irrégulier, avec un réseau chromatinien trés distinct a mailles 
laches, montrant souvent un nucléole net. Ce type de cel- 
lules rappelle en tous points celui des histioblastes. On les 
trouve d’une maniére irréguliére selon les cas. 

Le probléme des relations entre les monocytes du tissu 
conjonctif enflammé et les monocytes du sang circulant est 
tres difficile 4 résoudre et les opinions varient suivant les 
auteurs. Nous ne pouvons entrer ici dans le détail de la dis- 
cussion. Il semble toutefois que Vopinion éclectique de 
Maximow sur l’inflammation tende & prévaloir. Pour cet 
auteur, les lymphocytes et les monocytes du sang émigrent 
dans le tissu enflammé, s’hypertrophient et bient6t ne peuvent 
plus étre distingués des macrophages dérivés de certaines cel- 
lules fixes, cest-a-dire des histiocytes et des cellules migra- 
trices au repos. Maximow précise méme que les cellules mono- 
nucléaires des tissus enflammés proviennent des cellules non 
granuleuses du sang pour le plus grand nombre et seulement 
pour un faible pourcentage des histiocytes préexistants. 

Ce point de vue est basé sur le petit nombre des histio- 
cytes présents dans les tissus, l’absence de mitose et d’ami- 
tose et la forte émigration de granulocytes. Il est certain, 
en effet, que, sur les coupes, les monocytes dominent dans 
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l'atmosphére vasculaire et qu’il existe en méme temps de 
nombreuses cellules semblables & V’intérieur des vaisseaux. 
Récemment Long, dans ses expériences sur |’infection tuber- 
culeuse expérimentale de la cornée, a observé que les mono- 
cytes ne succédent & l’afflux primitif des polynucléaires qu’au 
moment ou apparaissent les capillaires néoformés, par con- 
séquent d’autant plus vite que le point d’infection se trouve 
plus prés du limbe scléro-cornéen. I] a pu saisir le passage de 
ces monocytes a travers les parois vasculaires. Bloom et Lewis, 
Carrel et Ebeling, Hetherington et Pierce ont signalé l’appa- 
rition de phagocytes (macrophages) et de fibroblastes dans 
les cultures de sang normal. Tous ces auteurs s’accordent a 
reconnaitre que les phagocytes et les fibroblastes néoformés 
dérivent des leucocytes non granuleux. 

Seul Von Mollendorf nie toute émigration cellulaire d’origine 
sanguine. Notant l’absence de figures de mitose dans les stades 
jeunes de l’inflammation, il explique l’origine des innombra- 
bles cellules de l’exsudat par la division rapide et répétée des 
fibroblastes par amitose. Cette opinion a été combattue en 
particulier par Bloom lors de ses expériences sur la culture du 
sang. 

Nos recherches sur la réaction tuberculinique ne nous ont 
pas permis de nous faire une opinion sur l’origine des mono- 
cytes que l’on rencontre en si grande abondance dans |’exsudat 
inflammatoire. Nous avons vu néanmoins que les caractéres 
de ces cellules les identifient aux histiocytes ou macrophages, 
mais il n’est pas possible de se prononcer surle point de savoir 
sil s’agit ou non d’une transformation rapide des monocytes 
sanguins émigrés. Un point parait éclairci : c’est l’existence 
de figures de mitose dans les monocytes de l’exsudat. Par 
contre, il est plus difficile de dire s'il existe des phénoménes 
d’amitose; on trouve d’assez nombreuses cellules bi-ou mullti- 
nucléées, et on assiste parfois, comme sur la microphotographie 
ci-aprés, au début de la division cytoplasmique. Il peut 
d’ailleurs s’agir 1a de l’aboutissement d'une mitose réguliére. 

Il est un autre probléme cytologique que pose l'étude de la 
réaction allergique. C’est celui de la nature du tissu tubercu- 
loide qui tenda former une couche continue dans l’hypoderme 
ou a se disposer en quelques foyers dermiques, et qui se déve- 
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loppe & la suite de l’inflammation aigué. On a vu que Bessau, 
Zieler et ses 6léves considérent ce tissu comme un véritable 
tissu tuberculeux dont on retrouverait tous les éléments : 
cellules épithélioides, cellules rondes lymphocytiques, cellules 
géantes. C'est la présence de ces cellules géantes dans les 
réactions anciennes qui a suscité le plus de recherches et les 
plus nombreuses hypothéses. Etant données les relations 


Fic. 10. — Trois monocytes en voie de division dans un exsudat hypoder- 
mique d’une réaction tuberculinique trés forte de trente heures. Remarquer 
au centre la belle figure de karyokinése. 


étroites entre les cellules géantes et les bacilles tuberculeux, 
on a pensé naturellement que, dans la réaction tuberculinique, 
leur présence était due aux corps bacillaires que la tuberculine 
renferme. Le premier, Daels émit cette opinion, Bandler et 
Kriebich tentérent d’établir des différences entre la cellule de 
Langhans et les cellules géantes}et épithélioides dues aux 
corps étrangers. Klingmuller obtint des cellules géantes avec 
une tuberculine filtrée. On lui objecta qu’il s’agissait de parti- 


HISTO-CYTOLOGIE DES REACTIONS DHYPERSENSIBILITE 633 


cules bacillaires filtrables. Zieler tenta de réfuter cette objection 
en montrant qu’on obtenait aussi des cellules géantes avec le 
dialysat de cultures de bacilles tuberculeux et il établit que le 
nombre de ces cellules n’est pas en rapport avec celui des 
bacilles. Steward et Rhoads sont d’avis que les cellules géantes 
des réactions tuberculiniques sont dues a la présence de tissus 
nécrosés et en ‘particulier du tissu graisseux. Ils ont noté, ce 


Fic. 11. — Une cellule géante isolée dans ’hypoderme rencontrée, 
dans un cas, au cours d’une réaction tuberculinique forte de trente heures. 


qui nous parait exact, que les cellules géantes se développent 
souvent au voisinage ou autour d’une cellule adipeuse et 
parfois & proximité de débris nécrotiques de collagéne ou de 
fibrine. C’est aussi l’opinion de Medlar pour qui la séparation 
des cellules géantes en deux types : type Langhans a noyau 
périphérique et cellules géantes a corps étranger, nvest pas jus- 
tifiée. Pour Sabin et ses collaborateurs, qui ont insisté sur cette 
distinction, il y aurait une cellule géante primitive due a la 
fusion de plusieurs cellules épithélioides, ce qui confirme 
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’hypothése de Borrel; ces cellules, apparaissant & un stade 
pré-nécrotique, seraient directement en rapport avec les pro- 
duits bacillaires. A coté, on distinguerait des cellules secon- 
daires dla nécrose, beaucoup plus polymorphes et accompagnées 
d’une plus grande variété de celiules inflammatoires. Ces 
cellules géantes de corps étrangers ne présenteraient pas, a la 
coloration supra-vitale au rouge neutre, l'image de sphéres 


Fig. 12, — Réaction tuberculinique de douze jours. Une cellule géante de forme 
trés irréguliére, apparue dans un tissu tuberculoide, et entourant entiére- 
‘, ment une cellule adipeuse. 


attractives dites « rosettes », caractéristique des cellules épithé- 
lioides et du monocyte dont elles dérivent. Les cellules géantes 
de corps étranger pourraient étre rencontrées dans les réactions 
tuberculiniques 4 cété d’autres éléments qui seraient dus a 
Yaction des bacilles de Koch contenus dans la tuberculine. 
L’application de cette méthode d’analyse par coloration supra- 
vitale au rouge neutre n'est d’ailleurs pas de réalisation facile 
sur les coupes; on ne saurait oublier non plus que l'accord 
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est loin d’étre fait parmi les cytologistes sur la valeur exacte 
de ces tests de coloration établis par F. Sabin et ses collabora- 
teurs. 

En réalité, ’hypothése quirattache la production des cellules 
géantes a I’élimination des produits de nécrose parait sédui- 
sante si l’on tient compte de la facilité avec laquelle on obtient 
la formation de ces cellules dans la peau dont la structure a été 


Fic. 13. — Un micro-abcés développé au sein d’un tissu tuberculoide au hui- 
tieme jour d’une réaction a la tuberculine diluée au 1/10 et enrichie {de 
bacilles morts (0 milligr. 0001 pour 0 c.c. 4). 


bouleversée par une inflammation aigué intense. Blumenberg 
cite de nombreux cas ow lescellules géantes étaient consécutives 
4 des inflammations sans aucun rapport avec la tuberculose. 
Nye et Parker produisent des cellules géantes du type Langhans 
dans les tissus par injection intraveineuse de différentes bacté- 
ries. Wright obtient les mémes résultats par l’injection sous- 
cutanée de gaz. Dans le précédent chapitre nous avons signalé 
la présence de cellules géantes dans des réactions anaphylac- 
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tiques ou inflammatoires de diverses natures. I] parait logique 
de penser qu'il s’agit bien 1& de réactions du systéme histio- 
cytaire de la peau & la nécrose des tissus conséculive a 
Vinflammation aigué. L’addition de bacilles tuberculeux morts 
(0 milligr. 0001) & Ia tuberculine injectée & des animaux de 
sensibilité moyenne nous a donné une réaction allergique 
d’abord typique, qui a évolué dans la suite de la mémejmaniére 
qu'une réaction normale sans abondance particuliére de cellules 
géantes; mais il s'est constitué dans les couches profondes du 
derme un véritable micro-abcés riche en polynucléaires, tout 
a fait semblable a celui que nous avons obtenu constamment 
dans la surinfection de la peau par des bacilles vivants. La 
présence de bacilles modifie donc la réaction non pas dans le 
sens d’une production de cellules géantes, mais en lorientant 
vers labcédation. En employant le filtrat sur bougie Cham- 
berland L, de culture de bacilles virulents en milieu de Sauton, 
nous avons oblenu, par contre, aprés quelques jours, la forma- 
tion d’un tissu tuberculoide trés développé et contenant de 
nombreuses cellules géantes (voir micro-photo fig. 6). 

Bien entendu, les considérations qui précédent se rapportent 
aussi au tissu tuberculoide qui accompagne les cellules géantes. 
Le fait que les premiers foyers de ce tissu apparaissent dans 
Vatmosphére périvasculaire, la ot les monocytes dominent éga- 
lement, montre qu’il est presque impossible de savoir si les 
cellules épithélioides dérivent des monocytes, opinion qui 
semble prévaloir de plus en plus a la suite des travaux de 
Maximow, de Carrel et Ebeling, de Bloom et Lewis, de Long, 
de Sabin et ses éléves. Baumgarten voyait plut6t dans la 
cellule 6pithélioide le résultat de la prolifération et de la 
transformation de la cellule conjonctive fixe. 

En résumé, la formation au stade tardif de la réaction tuber- 
culinique et d'autres réactions inflammatoires de la peau, en 
particulier des réactions anaphylactiques, d'un tissu d’aspect 
histiocytaire, composé de cellules irréguliéres & tendance tantot 
syncytiale, tantot giganto-cellulaire, nous paratt étre la consé- 
quence en quelque sorte banale d’une inflammation aigué. Bien 
que ce tissu soit infillré de cellules rondes lymphocytiques, sa 
structure ne prend jamais le type folliculaire; pourtant il n’est 
pas possible de différencier ces éléments de ceux qui consti- 
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tuent le granulome des surinfections de la peau, tel que nous 
’ L ° . . 

lavons décrit. La question se pose de savoir dans quelle mesure 
la présence de ce tissu formé au cours de la réaction allergique 


“fez oe x . . . 
d’épreuve participe & la constilution du granulome de surin- 
fection. 


V. — Résumé et conclusions. 


If résulte de nos recherches, ainsi que de celles de nombreux 
auteurs qui se sont occupés de la question, qu'il est possible 
d’identifier un type de réactions allergiques tuberculiniques de 
la peau. Les caractéres essentiels de ces réactions consistent en : 

la diffusion et extension de |’infiltration inflammatoire ; 

existence dans le derme de coulées cellulaires inter-fasci- 
culaires ot les polynucléaires dominent et d'une infiltration 
diffuse de l'hypoderme; 

Vimportance de l’infiltration 4 monocytes qui prédominent 
nettement dés la sixitme heure dans les couches profondes, 
entre les cellules graisseuses et de part et d’autre du peaucier. 
Il en résulte la formation de foyers monocytiques péri-vascu- 
laires dont l’étendue est assez caractéristique des réactions 
allergiques. Dans les réactions faibles, les monocytes prédo- 
minent & tous les stades de la réaction, aussi bien dans le 
derme que dans l’hypoderme. 

L’épiderme, dans les réactions fortes, est atteint d’un type 
particulier de nécrose progressive qui frappe d’abord la couche 
moyenne du corps muqueux, remplacée par une infiltration 
infiniment abondante de polynucléaires; dans la suite, |’épi- 
derme est entitrement détruit, mais il commence a se reformer, 
dés la quarante-huititme heure, & partir de l’épiderme sain 
des bords de l’ulcération. La cicatrisation complete exige rare- 
ment plus de cing jours. A cette nécrose épidermique s’ajoute 
une nécrose plus ou moins étendue des couches superficielles 
du derme. . 

Il faut noter. aussi l’importance de l’cedéme, surtout visible 
au niveau de l’hypoderme, ow il se forme un réseau fibrineux. 
Les altérations de périendovascularite apparaissent intenses, et 
les lymphatiques dilatés sont gorgés de lymphocytes. 

Ces réactions atteignent leur acmé vers la trentiéme heure, 
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puis elles disparaissent rapidement. \Mais, dans les jours qui 
suivent, il se constitue, au sein des couches profondes du derme 
et dans l’hypoderme, une couche, qui tend a devenir continue, 
d’un tissu de granulation de nature histiocytaire, formé de 
cellules semblables aux cellules épithélioides tuberculeuses et 
contenant des cellules géantes et des cellules rondes lym- 
phocytiques. Les premiers foyers de cellules épithélioides appa- 
raissent dans l’atmosphére péri-vasculaire dés la soixantiéme 
heure. Ilsemble que ce tissu représente bien plus une réaction 
histiocytaire banale'de la peau, due a la présence de résidus 
que laissent les inflammations aigués intenses, qu'un véritable 
tissu tuberculeux dont il ne posséde jamais la disposition folli- 
culaire. 

La réaction tuberculinique se distingue neltement de la réac- 
tion anaphylactique de la peau. Dans celle-ci les phénoménes 
sont beaucoup plus rapides et plus brutaux, la nécrose frappe 
en bloc les tissus (épiderme notamment) et atteint d’une 
maniére élective les parois vasculaires, ce qui entraine des 
hémorragies intenses; cette nécrose des parois vasculaires se 
retrouve dans les couches profondes de la peau, caractére que 
l'on n’observe pas dans les réactions allergiques. L’abondance 
de l’cedéme, la rareté relative des cellules inflammatoires dans 
le derme, la prédominance des polynucléaires et l’accumulation 
des éosinophiles constituent les autres caractéres différentiels 
principaux des réactions anaphylactiques. 

En outre, !es altérations vasculaires sont tellement intenses 
qu’elles peuvent encore étre appréciées plusieurs jours apres 
Vinjection déchainante. Elles entrainent souvent la production 
d’ulcérations longues & guérir. 

Si & la période d’état elles se distinguent nettement des réac- 
tions tuberculiniques, les réactions anaphylactiques aboutissent, 
comme Ccelles-ci, & la production tardive d’un tissu de granu- 
lation histiocytaire contenant des cellules géantes. 

Le phénoméne complexe que représentent toutes les réactions 
locales d’hypersensibilité, allergiques ou anaphylactiques, 
évolue done suivant un double processus : un processus pri- 
maire et principal essentiellement exsudatif et dégénératif, 
caractérisé par une nécrose locale, accompagnée d’cedéme fibri- 
neux et d’une émigration cellulaire massive; un processus 
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secondatre et tardif de résorption par le mésenchyme des résidus 
de l'inflammation aigué. Ce processus prolifératif aboutit a la 
formation d’un tissu tuberculoide contenant des cellules épithé- 
lioides, des celludes géantes et des cellules rondes. 

La comparaison entre la réaction tuberculinique de l’animal 
allergique et celle que produit, chez l’animal sain, Pinjection 
intracutanée de substances irritantes (bouillon simple, bouillon 
glycériné, tuberculines) montre qu'il existe de nombreux 
points communs entre ces deux ordres de manifestations. C’est 
ainsi que l’on retrouve, dans tous les cas, un afflux de polynu- 
cléaires aux premiéres heures, une réaction macrophagique 
plus tardive, une accumulation de cellules émigrées au niveau 
de l’hypoderme ov elles forment une infiltration diffuse. Néan- 
moins, il est incontestable que l’animal tuberculeux réagit par 
un afflux de monocytes plus précoce et surtout notoirement 
plus important. On peut trouver dans ces faits une explication 
au moins partielle des caractéres particuliers de l’inflammation 
allergique provoquée par la tuberculine. 

C’est surtout une différence d’intensité qui distingue les réac- 
tions inflammatoires des animaux tuberculeux, d’une part a la 
tuberculine, et, d’autre part, aux liquides irritants. Mais la 
nécrose ‘progressive, 8 topographie particuliére, nous parait 
constituer un caractére spécial de la réaction tuberculinique. 
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L’OXYTROPHIE ET LA NUTRITION 
DES FLAGELLES LEUCOPHYTES 


par Anpr& LWOFF et Hisataxe DUSI. 


(Laboratoire de Protistologie de l'Institut Pasteur.) 


On sait que certains Flagellés blancs, pourvus de plastes et 
dépourvus de chlorophylle (Leucophytes), possédent, comme 
les plantes vertes, la propriété de faire la synthése de réserves 
glucidiques figurées, amidon ou paramylon. 

Cette synthése, liée & une structure déterminée — présence 
d’un plaste — est corrélative de propriétés physiologiques par- 
ticuliéres que nous nous proposons d’examiner ici. Notre 
étude porte sur une Chlamydomonadinée incolore : Polytoma 
uvella, un Euglénien expérimentalement décoloré : Euglena 
gracilis, un Euglénien naturellementincolore: Astasia Chattont, 
et une Cryptomonadine également incolore dans la nature, 
Chilomonas paramecium. 


* 
* * 


Nous ayons pu, en effet, isoler en culture bactériologique- 
ment pure deux nouveaux organismes fabriquant de l’amidon 
ou du paramylon. Nous avons, par ailleurs, réussi & remplacer 
les acides gras inférieurs, jusqu’ici spécifiques, par l’amidon 
lui-méme. Ce sont ces nouvelles recherches que nous exposons 
ici. 

Pour tout ce qui concerne les souches et les techniques des 
expériences, nous renvoyons au mémoire de A. Lwoff (1932). 


* 
eee 


Polytoma uvella. — Un acide gras inférieur est indispensable 
ace flagellé (E. G. Pringsheim, 1921). Les acides gras utili- 
sables sont les acides & chaine linéaire renfermant dans leur 
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molécule moins de 5 atomes de carbone (A. Lwoff, 1932). Pour 


nos nouvelles expériences nous avons utilisé le milieu suivant 
(milieu D) : 


ASDALTAGING ace 2) Ueutte sn saxon een ee 2 
Ghlorureide posassrunie i) sr) eee ere 0,25 
Sulfatesde maecnesininiye armen ce ee eee 0,25 
Phosphate monopotassique. ........... 0,25 
Phosphate monocaleique = 9 96) 2) ene & 0,04 
Perchlorure dexferipsa4 2 es ee eee 0,005 
Bait distill dais seer aa Ala) es ON ees eee 1.000 
SONG o 6 ob Yee 6 ho Bo ot © QO. S. pour pH = 8,3 


Dans ce milieu, les cultures de Polytoma sont nulles ou 
tres pauvres. Elles ne renferment pas plus de 4 flagellé par mil- 
limétre cube (dixiéme passage). D’ailleurs, fait curieux, la 
multiplication trés restreinte qui se produit dans ce milieu n’a 
Jieu que dans les trois ou quatre premiers jours qui suivent 
lensemencement (tubes de 10 cent. cubes de milieu ense- 
mencés avec I goutte de culture). Il n’y a jamais enrichisse- 
ment ultérieur des cultures et tout se passe comme si cette trés 
faible multiplication initiale avait lieu aux dépens de quelque 
impureté de l’asparagine. 

Si l’on ajoute au milieu de i’acétate de sodium (2 grammes 
pour 1.000), on obtient des cultures trés riches, renfermant jus- 
qu’a 7.500 flagellés par millimétre cube. 

Nous rappelons que l’acide butyrique peut remplacer l’acide 
acétique, mais qu’aucun des autres acides étudiés : acides pro- 
pionique, isobutyrique, valérianique normal, caproique normal, 
cenanthylique normal, caprylique normal, lactique, pyruvique, 
glycérophosphorique, oxalique, succinique, «-o-diméthylsucci- 
nique, malique, tartrique, citrique, ne peut remplacer les acides 
gras inférieurs : acide acétique et acide bulyrique normal. 

Dans une nouvelle série d’expériences, nous avons pu con- 
stater que le glucose, le lévulose, la dextrine et l'inuline sont 
dépourvus de toute action. | 

La spécificité des acides gras inférieurs semblait donc étroite. 
Cependant, nous avions été amenés & la conclusion (A. Lwoff, 
1932) que les acides gras étaient utilisés pour la synthése des 
lipides d’une part, des glucides figurés de poids moléculaire 
élevé d’autre part. Si, vraiment, l’acide acétique était utilisé 
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pour la synthése de l’amidon, on pouvait logiquement penser 
que l’amidon pourrait remplacer |]’acide acétique. Au milieu D, 
nous avons done ajouté 2 p. 1.000 d’amidon soluble (amylum 
solubile de Merck, d’aprés Zulkovsky). 

Alors que dans les milieux a l’asparagine seule la densité 
maxima des cultures est de 4 flagellé par millimétre cube, dans 
le milieu D additionné d’amidon la ‘densité atteint réguliare- 
ment 150 a 200 flagellés par millimétre cube. Le développe- 
ment dans ce milieu D -+ amidon est rapide, le maximum de 
densité étant atteint vers le quatriéme ou sixiéme jour a 22° et 
les repiquages en série, continués jusqu’au dixiéme repiquage, 
donnent toujours les mémes résultats. D’autre part si, dans le 
milieu D, on remplace l’aliment azoté organique : asparagine, 
parun corps azoté minéral: sulfated’ammonium, laculture est 
naturellement impossible, mais ]’addition d’amidon (2 p. 1.000) 
permet l’obtention de cultures abondantes, renfermant jusqu’a 
250 flagellés par millimétre cube, et repiquables en série. 
L’amidon peut done remplacer les acides butyrique et acétique 
pour la nutrition carbonée de Polytoma uvella. Ce fait sera dis- 
cuté dans la derniére partie de ce travail. 


* 
x & 


Euglena gracilis & Vobscurité (race blanche). — Nous avons 
montré que le flagellé vert Euglena gracilis, apres trente mois 
de culture 4 l’obscurité, entrainant la perte de la chlorophylle, 
a besoin, en plus des solutions peptonées suffisantes pendant 
les premiers mois de vie sans lumiére, d’un acide gras inférieur 
qui doit étre a chaine linéaire et renfermer dans sa molécule 
moins de 7 atomes de carbone (A. Lwoff et H. Dusi, 19314 ; 
A. Lwoff, 1932’; H. Dusi, 1933). 

Nous avons utilisé notre souche d’Euglena gracilis entretenue 
depuis 19294 l’obscurité en milieu peploné + acétate de sodium. 
Nos nouvelles expériences ont été réalisées dans le milieu D 
(de pH=7,0) ot l'asparagine était remplacée par la « peptone 
de soie » Roche. Dans ce milieu, Euglena gracilis (a Vobscu- 
rité) se multiplie de fagon misérable: densité maxima des 
cultures inférieure a 1 flagellé par millimétre cube. 

Si l’on ajoute de l’acétate de sodium, on obtient des cultures 
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trés riches : 300 flagellés par millimétre cube. L’addition d’inu- 
line, de dextrine, d’arabinose, de xylose, de galactose, de sac- 
charose, de lactose, de maltose, de glucose, de lévulose, est 
sans action sur la multiplication. Rappelons ici que, comme 
pour Polytoma uvella, les acides phénylacélique, pyruvique, 
lactique, tartrique, malique, succinique, citrique, glycérophos- 
phorique ne produisent pas d’augmentation de Ja multiplica- 
tion (A. Lwoff et H. Dusi, 1931). Mais pour Euglena gracilis, 
comme pour Polytoma, l’amidon soluble, & la dose de 2 p. 1.000, 
exerce une action trés nelte sur le développement des cullures. 
En quelques jours on observe, en présence d’amidon, un 
développement qui atteint une densité de 30 flagellés par mil- 
limétre cube. Aprés une dizaine de jours, les flagellés prennent 
la forme palmelloide. I] nous faut remarquer ici que nous 
avons utilisé un échantillon de « peptone de soie » autre que 
celui dont nous nous étions servis en 1934 et qui était épuisé. 
Le stock de 1931 ne permelttait pas, méme additionné d’avétate 
de sodium, la moindre culture d’Euglena gracilis & Vobscu-' 
rité. Aucun des deux échantillons, ni celui de 1931, ni celui 
de 1934, ne permettent d’entrelenir la culture du Cilié Glauw- 
coma piriformis (culture bactériologiquement pure). D’autre 
part, avec de nouveaux échantillons de peplone pancréatique 
de viande, nous réussissons 4 obtenir des cultures pauvres, 
alors qu’en 1931 toute multiplication était impossible, aussi 
bien dans la peptone pancréatique de muscle gue dans la 
peptone pepsique de muscle non additionnées d’acétate de 
sodium. Kn 1931, nos expériences avaient duré six mois, c’est- 
a-dire que chaque peptone avait été essayée plusieurs fois, soit 
seule, soit en présence d’acides organiques divers qui, rappe- 
lons-le, ne sont pas toxiques puisque le développement des 
cultures négatives a l’obscurité a lieu & la lumiére. On peut 
s’expliquer ces divergences. On a alfaire ici & des produits 
organiques complexes bien loin d’étre définis et jamais iden- 
liques & eux-mémes d’un échantillon a l'autre. Il est fort pos- 
sible que, dans certains cas, il se produise au cours de la 
digestion une ébauche de fermentation acétique ou butyrique. 
La présence possible d’une trace d’acide gras dans certains 


échantillons de peptone expliquerait les écarts entre les résultats 
obtenus. 
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Diailleurs, la peptone de viande en question n'a jamais 
permis de cultures abondantes; la densité maxima observée a 
été de 30 flagellés par millimétre cube. L’entretien de la 
souche décolorée en milieu peptoné seul a été commencé le 
10 février 1933 et continué jusqu’en juin 1934 (vingt et uniéme 
repiquage). Mais les cullures sont devenues trés réguliérement 
de plus en plus pauvres et les tubes de culture du vingt et 
uniéme passage ne montrent, méme aprés deux mois, qu’un 
développement absolument insignifiant (moins de 0,1 flagellé 
par millimétre cube). 

Les expériences réalisées avec la soie hydrolysée montrent 
en toutcas que l’amidon peut remplacer l’acide acétique pour 
la nutrition carbonée d’Euglena gracilis blanche, a l’obscurité. 


* 
ny 


Astusia Chattoni n. sp. — 11 s’agit d’un Euglénien blanc, 
découvert par E. Chatton dans une mare d’eau douce des envi- 
rons de Banyuls-sur- Mer, isolé par lui en culture mixte sur eau 
de blé et dont il a bien voulu nous confier une souche en nous 
proposant d’en faire l'étude physiologique. 

Cet Euglénien est voisin d’Astasta Dangeardi. 1] en différe 
cependant par quelques caractéres qui nous obligent a en faire 
le type d'une espéce nouvelle dont nous nous contenterons ici 
de noter briévement les principaux caractéres morphologiques. 

Astasia Chationi est une forme naturellement et. définitive- 
ment incolore, qui mesure (forme flagellée mobile) de 40 a 
48 py de long sur 11 a 13 » de large. Flagelle court, d’environ 
les 2/3 de la longueur du corps. Pas de stigma visible zn vivo. 
Pas de pigment carotinoide a l’endroit ot devrait se trouver le 
stigma. Nombreux grains de paramylon ovoides, surtout abon- 
dants dans la moitié postérieure du corps. Nous avons isolé de 
cet organisme trois souches bactériologiquement pures, cha- 
cune A partir d’un seul individu purifié par 18 lavages consé- 
culifs en eau peptonée + acétate de sodium. Le milieu d’entre- 
tien est le milieu D (de pH =7,0) dans lequel l’asparagine est 
remplacée par une peptone pancréatique de viande. Dans ces 
conditions, Astasia Chattoni donne des cultures trés riches 
renfermant de 300 a 500 flagellés par millimétre cube. Il en 
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est tout autrement si la peptone de viande est remplacée par 
la soie hydrolysée & 2 p. 1.000. Dans ce nouveau milieu, la 
densité des cultures est de 50 flagellés par millimétre cube 
jusqu’au troisisme repiquage, de 8 environ au cours des cul- 
tures ultérieures. . 

Les acides citrique et tartrique, l’arabinose, le xylose, le 
galactose, le glucose, le lévulose, le saccharose, le lactose, le 
maltose, la dextrine et l’inuline sont absolument sans action 
sur la multiplication. 

L’acide acétique permet d’obtenir, dans le milieu & la soie 
hydrolysée, des cultures abondantes (240 par millimétre cube), 
V’amidon soluble (& 2. p. 1.000) des cultures moins abondantes 
(104 flagellés par millimétre cube). Enfin, les acides lactique 
et pyruvique exercent une action considérable sur la multipli- 
cation d’Astasia Chattont, les cultures renfermant, par 
exemple, 236 flagellés par millimétre cube en présence d’acide 
lactique, 454 par millimétre cube en présence d’acide pyru- 
vique. 

Rappelons que les acides pyruvique et lactique sont absolu- 
ment dénués de toute action et ne peuvent servir d’aliment 
carboné a Polytoma uvella nia Euglena gracilis blanche. 

Donc, Astasia Chattoni peut se multiplier parfaitement dans 
un milieu de culture ot l’aliment azoté est représenté par une 
peptone de viande. Dans un milieu a base de soie hydrolysée, 
la multiplication est insignifiante et les acides acétique, lac- 
tique et pyruvique, ainsi que l’amidon, exercent sur cette mul- 
tiplication une activation considérable. 


* 


¥ * 


Chilomonas paramecium. — Ce flagellé incolore, qui ren- 
ferme de nombreux grains d’amidon, a été obtenu pour la pre- 
miére fois en culture pure par Glaser et Coria (1930). Sa nutri- 
tion a été étudiée par J. B. Loefer (1933-1934) et par Mast et 
Pace (1933). 

D'aprés Mast et Pace, Chilomonas paramecium serait un 
organisme chimiotrophe, c’est-a-dire pourrait effectuer sa 
croissance dans un milieu minéral (aliment azoté : chlor- 
hydrate d’ammonium), l’énergie nécessaire aux syntheses 
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étant fournie par l’oxydation de NH, en NO,. Loefer (1934) n’a 
pas réussi 4 reproduire les expériences de Mast et Pace. Nous 
examinerons prochainement, dans un travail séparé, la ques- 
tion de la chimiotrophie de Chilomonas paramecium, travail 
ou sera étudiée également en détail la nutrition carbonée de 
cet organisme. 

D'aprés Loefer, Chilomonas paramecium se multiplie par- 
faitement en milieu peptoné. Dans un tel milieu, les sels des 
acides acétique, propionique, butyrique, isobulyrique, valéria- 
nique et caproique ont une action favorisante trés nette sur le 
développement des cultures (Loefer 1933). 

Nous avons isolé une souche de Chilomonas paramecium a 
partir d’un seul individu lavé dans des solutions stériles, et 
nous avons pu constater que, dans les milieux 4 base de pep- 
tone de soie, ’amidon exercait une action favorisante sur la 
culture, laquelle action, quoique moins marquée que celle de 
Pacide acétique, est cependant extrémement nette. 

Nous avons constalé que les acides lactique et pyruvique 
favorisaient également le développement des cultures et que 
les acides tartrique et citrique, le glucose, le galactose, le lévu- 
lose, le saccharose, le lactose, le maltose, l’arabinose et le 
xylose étaient sans action. Les acides gras inférieurs exercent 
done une action trés nette sur Chilomonas paramecium 
(Loefer, 1933). Les acides pyruvique et lactique, ainsi que 
Vamidon, possédent également une action favorisante. 


Discussion. 


Les nouvelles expériences que nous venons d’exposer 
montrent que, pour la nutrition carbonée de Polytoma uvella 
comme pour celle de la race blanche d’Euglena gracilis, 
l’amidon peut remplacer les acides gras qui, & l’exclusion des 
autres acides appartenant aux séries les plus variées et des 
elucides, peuvent seuls assurer la nutrition carbonée de ces 
flagellés. Le fait que l’amidon peut seul remplacer les acides 
gras inférieurs vient & l’appui de la conception, émise par Yun 
de nous, de l’acide acétique envisagé comme l’un des termes 
secondaires de l’assimilation chlorophyllienne. C’est a partir 
des acides gras inférieurs que se formeraient, dure part, les 


648 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


réserves lipidiques, d’autre part, les réserves glucidiques 
figurées, hypothése qui explique le fait que l’amidon peut 
remplacer les acides gras inférieurs. 

Les leucophytes, qui possédent un leucoplaste et font la syn- 
thése de l’amidon, constituent pour l’étude de l’amylogenése 
un matériel d’étude extrémement précieux puisqu’un des fac- 
teurs, toujours présent chez la tres grande majorité des végé- 
taux, la chlorophylle, fait chez eux défaut. 

Polytoma uvella possede un plaste réticulé (Volkonsky, 1930), 
et Euglena gracilis, & l’obscurité, conserve ses plastes 
dépourvus de chlorophylle. D’autre part (voir A. Lwoff, 1932), 
aucun des Protozoaires (dépourvus de plastes, donc de chloro- 
phylle), ciliés, flagellés, amibes, aucune bactérie, aucun cham- 
pignon, levure ou moisissure, n'a besoin d’un aliment carboné 
indépendant si l’aliment azoté fourni est organique. Enfin, aux 
organismes verls, qui conservent leur chlorophylle & l’obscu- 
rité, un aliment carboné organique indépendant n’est pas non 
plus nécessaire si Valiment azolé est organique. C’est cet 
ensemble de faits qui a conduit 4 définir par le terme d’« oxy- 
trophic » (A. Lwoff, 1932) létat physiologique défini par la 
nécessité, en plus de Valiment azoté organique, dun aliment 
carboné indépendant. L’oxytrophie, d’autre part, ne se ren- 
contre que chez les organismes possédant un Jeucoplaste. D’ot 
la conclusion : l’oxytrophie est liée 4 la présence d’un plaste et 
a |’absence de chlorophylle. 

Le cas de Chilomonas paramecium et celui d’Astasia Chat- 
tori montrent cependant que tous les leucophytes nesont pas 
oxytrophes. Ces deux flagellés se multiplient abondamment 
dans les solutions de peptone de viande, trés faiblement dans 
les milieux & la soie hydrolysée. Et, dans ces milieux, les acides 
gras, et, de méme, les acides lactique et pyruvique ainsi que 
Vamidon, exercent une action favorisante considérable, alors 
que les autres corps carbonés organiques sont sans action. 
(Nous rappelons que l’acide acétique favorise également le 
développement & l’obscurité des cultures de Chlamydomonas 
agleformis et d Hematococcus pluvialis, cultivés dans un milieu 
& base d’asparagine). [M. et A. Lwoff 1929. | 

A des organismes tels qu’Astasta Chattoni et Chilomonas 
paramecium, le terme d’oxytrophe ne saurait étre appliqué. 
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Cependant, dans les conditions owt les synthéses & réaliser sont 
élevées (nutrition aux dépens d’un protide incomplet : soie), 
les aliments carbonés organiques (acides acétique, lactique, 
pyruvique, amidon) exercent une action favorisante considé- 
rable. On peut méme se demander si, lorsqu’ on aura réalisé le 
mélange minimum d’acides aminés indispensables pour la 
nutrition azotée, c’est-a-dire dans les conditions ot l’orga- 
nisme doit effectuer le maximum de synthéses, l’aliment car- 
boné organique ne se montrera pas indispensable. 

Quoi quil en soit, Astasia Chattoni et Chilomonas para- 
mecium ne sont pas oxytrophes si l’on définit, comme nous 
Vavons fait, loxytrophie par le caractére indispensable de 
Valiment carboné organique. Cependant, il y aentre la nutrition 
carbonée de ces deux flagellés et celle des oxytrophes trop 
d’analogie évidente (il s’agit toujours d’organismes dépourvus 
de chlorophylle et faisant la synthése d’amidon ou de para- 
mylon), pour que nous les séparions des oxytrophes. Nous 
proposons de les appeler « paroxytrophes ». 

La paroxytrophie définira la condition physiologique des 


_ leucophytes pour lesquels un aliment carboné organique n’est 


pas indispensable, mais pour lesquels, dans les conditions 
maxima de synthése, ces aliments carbonés organiques 
exercent une action favorisante. 

L’ action des acides gras inférieurs et de l’amidon sur la 
croissance des organismes a chlorophylle n’a pas été étudiée de 
facon systématique. On peut prévoir que cette action doit étre 
importante et que les acides gras doivent pouvoir, pour les 
Métaphytes comme pour les Protophytes, suppléer a la fonction 
chlorophyllienne. Nous rappelons que les acides gras inférieurs 
sont sans action sur la multiplication des organismes sans 
plastes — protozoaires, bactéries, champignons — ou bien que 
si une telle actiou existe, elle ne présente aucune spécificilé. 
L’oxytrophie, nécessité d’un aliment carboné organique indé- 
pendant, qui doit étre un acide gras inférieur ou l’amidon, est 
donc l’apanage exclusif des organismes possédant un leuco- 
plaste. Nous avons vu que tous les leucophytes ne sont pas 
obligatoirement oxytrophes, mais les acides gras inférieurs 
présentent une action manifeste sur leur multiplication, a. tel 
point que, dans l’état actuel de nos connaissances, l’action 
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favorisante des acides gras inférieurs sur la multiplication 
d’un microorganisme peut étre considérée comme une impor- 
tante présomption en faveur de la présence de plastes, puisque 
des acides gras inférieurs ne sont pas des aliments organiques 
énergétiques banaux, mais représentent des aliments spéct- 
fiques des plastes. On peut prévoir que lorsqu’on connaitra les 
produits intermédiaires entre l’acide acétique et l’amidon, 
ceux-ci pourront également remplacer l’acide acétique pour la 
nutrition carbonée des leucophytes. 


Il a été démontré par Trager (1934) que Trichomonas ter- 
mopsidis a besoin, en plus de |’aliment azoté (sérum ++ bacté- 
ries), de cellulose. D’aprés notre définition, ce Trichomonas 
serait oxytrophe et, les Trichomonas étant dépourvus de plaste, 
on pourrait opposer cet exemple a notre conception de l’oxy- 
trophie liée au plaste. 

Le Trichomonas termopsidis est un organisme adapté a un 
milieu (tube digestif des Termites) qui renferme d’une maniére 
constante de la cellulose. Celte cellulose, le flagellé l’absorbe 
et lulilise grace & une cellulase mise en évidence par Trager 
(1932). Il ne saurait étre question, pour le Trichomonas, de 
réaliser la synthése de la cellulose a partir de corps simples et 
on doit considérer le flagellé comme s’étant habitué a tirer son 
énergie uniquement de l’oxydation de la cellulose et ayant 
perdu le pouvoir, que possédent les autres Trichomonas étudiés 
jusqu'ici, d’emprunter leur énergie & l’oxydation d’aliments 
banaux : Trichomonas du gecko, E. Chatton, 1918; Trichomonas 
du pigeon, A. Bos, 1933; Trichomonas de la vache, J. Witle, 
1933, et méme, d’aprés Trager (1934), un Trichomonas non 
encore identifié d'un termite (4). 

D’aprés Trager, ni l’amidon de riz, ni la dextrine, nil’inuline, 
ni le glycogéne, ni la cellobiose, ni l’agar, ni le triacétate de 
cellulose, ni |’octoacétate de cellobiose, ne peuvent remplacer 


(1) Nous noterons que notre explication de l’origine de l’oxytrophie est en 
parfait accord avec la conception de Schoen (1931), d’aprés laquelle les spé- 
cificités fonclionnelles sont dues 4 des déficiences ou A des pertes d'une 
partie de l’appareillage catalytique cellulaire. 
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la cellulose pour la nutrition carbonée de Trichomonas ter- 
mopsidis, 

Nous avons, ici, un exemple de ce que nous pouvons appeler 
une oxytrophie secondaire, c’est-a-dire manifestée par un orga- 
nisme secondairement adapté (1), spécialisé, dont le métabo- 
lisme est lié & un aliment carboné exogéne : la cellulose. Il est 
bien évident qu’on peut prévoir pour ces oxytrophies secon- 
daires toutes sortes de modalités suivant que l’organisme sera 
adapté a telle ou telle substance. 

Au contraire, les leucophytes oxytrophes stricts ne peuvent 
vivre sans un corps endogéne, l’amidon, dont ils font eux-mémes 
la synthése, synthése réalisée primitivement par le plaste a 
partir des produits de l’assimilation chlorophyllienne, et, actuel- 
lement, apres disparition de la chlorophylle, a partir d’acides 
gras inférieurs. I] s’agit donc d’une oxytrophie primaire. 

Notre conception de l’oxytrophie ne s’applique naturellement 
qu’a Voxytrophie primaire vraie. 


CONCLUSIONS. 


Nos conclusions de 1932 : loxytrophie est liée 4 la présence 
d’un plaste et a l’absence de chlorophylle; les acides gras infé- 
rieurs doivent étre considérés comme les aliments électifs du 
plaste, se trouvent donc confirmées. La seconde proposition est 
démontrée par le fait que, pour les oxytrophes stricts, l’amidon 
peut remplacer les acides gras inférieurs. 

A cété des oxytrophes stricts, nous sommes amenés a distin- 
guer des organismes physiologiquement trés voisins — égale- 
ment des leucophytes — moins étroitement spécialisés que les 
oxytrophes, comme le montre l'étude de leur nutrition carbonée 
(possibilité d’utilisation des acides lactique et pyruvique), et 
auxquels un aliment carboné organique n’est pas indispensable : 
paroxytrophes. 

Enfin, nous montrons qu’é coté des oxytrophes primaires 
vrais, organismes ayant perdu la fonction chlorophyllienne et 
auxquels un corps carboné endogéne — dont ils effectuent la 
synthése a partir de corps organiques simples — est nécessaire, 


(1) Nous employons le mot adapté dans son sens étymologique de «attaché ». 
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existent des oxytrophes secondaires, organismes dont le méta- 
bolisme est secondairement et spécifiquement lié & un aliment 
carboné exogéne dont ils sont incapables de réaliser la synthése. 
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APPENDICE 
par A. LWOFF. 


{l vient de paraitre dans Planta, Arkiv fiir wissenschaftliche 
Botanik, un travail de Ernst G. Pringsheim intitulé « Ueber 
Oxytrophie bei Chlorogonium ». Dans ce travail, le fait que 
Chlorogonium euchlorum peut étre entretenu A l’obscurité dans 
un milieu renfermant un sel d’ammonium et'de !’acide acétique 
est cité comme allant & l’encontre de ma conception de l’oxy- 
trophie. 

On ne pourrait dire de Chlorogonium euchlorum qu’il est 
oxytrophe que si l’on démontrait qu’il a besoin, & l’obscurité — 
en plus d’un aliment azoté organique — d'un aliment car- 
boné organique. Or, les expériences nécessaires a la production 
de cette affirmation n’ont pas été faites et il me semble que 
fi. G. Pringsheim donne, au terme d’oxytrophie, un sens tras 
différent de ceux de ma définition originale (1932, p. 113). 

De plus, E. G. Pringsheim reproche & ma théorie de l’oxy- 
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trophie de n’étre fondée que sur le seul exemple de Polytoma. 
E. G. Pringsheim ne tient pas compte d’Euglena gracilis. 
D’ailleurs, mes conclusions sont fondées non pas seulement sur 
l'étude de ces deux flagellés, mais sur les données fournies par 
l'étude comparative de la nutrition de trés nombreux orga- 
nismes : protozoaires, protophytes (chlorophytes et leucophytes), 
bactéries, champignons (levures et moisissures). 

Si méme, en 1932, au moment oii j’ai établi ma théorie de 
loxytrophie, je n’avais eu que le seul exemple de Polytoma 
uvella comme organisme oxytrophe, je n’en aurais pas moins 
essayé de formuler une relation entre la présence du leucoplaste 
et la synthése de l’amidon d'une part, et l’oxytrophie d’autre 
part. Je rappelle que j’avais un deuxiéme exemple d’organisme 
expérimentalement rendu oxytrophe : Euglena gracilis déco- 
lorée, 4 l’obscurité. 

Deux attitudes étaient alors possibles : 1° enregistrer les 
résultats de l’expérience, c’est ce qu’a fait Pringsheim en 1921, 
dans son beau mémoire sur la nutrition de Polytoma, a une 
époque d’ailleurs ot |’état de nos connaissances sur la nutrition 
des Protozoaires permettait difficilement |’élaboration d’une 
synthése ; 2°essayer d’établir, dans le cadre d’un systéme général 
relatif & la nutrition des microorganismes, les corrélations 
entre la synthése de !’amidon par le plaste blanc et la nécessité 
d’un acide gras inférieur. C’est ce que j’ai tenté de faire, et de 
cette tentative est née cette théorie de l’oxytrophie dans laquelle 
E. G. Pringsheim ne veut voir qu’une hypothése de travail. Je 
serais déja heureux si le seul mérite de cette « hypothése » pou- 
vait étre de susciter de nouvelles recherches dans le domaine 
encore bien peu exploré de la nutrition des organismes inter- 
médiaires entre végétaux et animaux. Mais je me vois contraint 
de me demander, examinant aussi impartialement que possible 
les résultats appurtés dans le mémoire qui précéde, si, aprés 
tout, ma conception de l’oxytrophie ne correspondrait pas 
vraiment & la réalité des faits. 


APPLICATION 
DE LA METHODE DES CULTURES DE TISSUS 
A L’ETUDE DU TYPHUS EXANTHEMATIQUE 


V (1). — NOUVELLES EXPERIENCES DE CULTURE DU VIRUS 
DU TYPHUS EXANTHEMATIQUE PAR DE NOUVEAUX PROCEDES 


par A. A. KRONTOWSKY, M. C. JAZIMIRSKA-KRONTOWSKA, 
H. P. SAVITSKA et P. L. SOLITERMAN. 


(Institut bactériologique de Kieff. Service de médecine 
; expérimentale.) 


Tous les essais effectués depuis prés de cinquante ans en vue 
d’obtenir des cultures pures de l’agent pathogéne du typhus 
exanthématique sont restés infructueux. Ge n’est que lorsqu’on 
appliqua a ces recherches la méthode des cultures de tissus 
hors de lorganisme que l'on commenga 4 enregistrer des 
résultats intéressants. Les premiéres expériences faites avec 
succes furent celles de Krontowsky et de Hach et, indépen- 
damment, celles de Kuczynsky (2). 

Aprés que Krontowsky et Hach, en 1921-1923, et Kuczynsky 
en 1921-1923 ,"eurent déclaré que le virus du typhus exanthéma- 
tique peut vivre et conserver sa virulence dans les cultures de 
lissus, apparurent les travaux de Wollbach et de Schlasinger 
(1923) ‘sur la culture du virus d’un typhus spécial qui se ren- 
contre dans les Montagnes Rocheuses de l’Amérique, ceux de 
Hoshizaki (1932) sur la culture du virus du typhus endémique - 
de Mandchourie et ceux de nombreux auteurs sur la culture de 
Rickettsia [Nigg et Landsteiner (1932), Pinkerton et Hass 
(1931) et d’autres |. 


(1) Pour les travaux antérieurs de [ a IV, voir Miinch. med. Wschr., n° 5, 1923; 
Kl. Wschr., n° 36,1924; Arch. exp. Zellforsch., 3, 1926, p. 291; Zeitschr. Immiini- 
tdtsforsch., 54, 1928, p. 237. 

(2) Les expériences antérieures de Kuczynsky et nombre de ses expes 
riences récentes sur ce sujet n’ont pas été confirmées (Abe 1924 et autres) 
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Comme dans toutes les expériences précédentes faites tant 
par l'un de nous (Krontowsky et Hach) que par d’autres [Sato 
(1931), Yu (1932)], des tissus étaient employés, qui contenaient 
le virus; celui-ci se trouvait donc en union étroite avec les 
cellules. Il nous asemblé intéressantd’obtenir, dans les cultures 
de tissus, une culture du virus du typhus exanthématique par 
infection d’un tissu normal, sain, in vitro. 

Dans ce but, le plasma du sang d’un cobaye atteintde typhus 
a été employé a une dose inférieure & Ja dose infectante pour 
le cobaye, afin de pouvoir observer dans les cultures la multi- 
plication du virus. 


ME&THODE DE RECHERCHES. 


a) Virus. — Nous avons employé deux souches O et B. La 
souche « O », entretenue depuis quatre ans dans le service 
épidémiologique de notre Institut, donne chez le cobaye une 
courbe thermique caractéristique et des lésions bien définies. 
La souche « B » nous fut aimablement procurée par M. le pro- 
fesseur Barykine, & qui nous exprimons nos remerciements. 

b) Matériaux employés pour les cultures. — Dans la premiére 
série d’expériences, on employa pour la culture une couche 
de leucocytes d’un cobaye sain, obtenue du sang centrifugé avec 
de l’héparine. 

Dans la deuxiéme série, on se servit de la membrane de 
Descemet de |’eil d’un lapin sain : une partie de la cornée fut 
excisée et placée dans une boite de Petri; la membrane de 
Descemet fut séparée avec des pinces et découpée en fragments 
d’environ 1 millimétre carré. 

Dans la troisiéme série d’expériences, nous avons employé 
une couche de cellules d'un exsudat provoqué expérimentale- 
ment dans la cavité péritonéale d’un cobaye sain. On injectait 
dans la cavité péritonéale 40 cent. cubes de bouillon peptoné 
ou de bouillon Martin et 20 cent. cubes d’une solution de 
Ringer. Le lendemain, on sacrifiait le cobaye; l’exsudat périto- 
néal était prélevé avec une pipette et centrifugé; le liquide 
transparent était aspiré et, au dépdt cellulaire rassemblé au 
fond du tube, on ajoutait un extrait tissulaire avec un peu de 
plasma d’un cobaye sain pour obtenir un caillot ferme. Ensuite 
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on opérait selon les régles habituelles, comme pour les leuco- 
cytes. ; 

c) Préparation des cultures. — Afin de prouver la. multipli- 
cation du virus et l'infection des cellules saines 27m w2tro, on 
préparait les cultures de la maniére suivante. Comme matériel 
infecté, oa prenait le plasma du sang d’un cobaye malade de 
typhus exanthématique; le troisitme ou quatriéme jour de 
l’aceés fébrile, on prélevait du sang par ponction du cceur, on 
en versait 5 cent. cubes dans un tube centrifugeur contenant 
0c. c.2 d’héparine & 1 p. 1.000, et on centrifugeait a la vitesse 
de 4.000 tours pendant quinze minutes pour éliminer les 
éléments cellulaires. Une partiede ce plasma de cobaye malade 
élait mélangé, dans un tube paraffiné, avec trois parties de 
plasma d’un cobaye sain obtenu de la méme maniére. Les 
cultures étaient préparées en gouttes pendantes sur mica; on y 
transportait une goutte de ce plasma dilué au 4/4 et, a cette 
goutte, on ajoutait un fragment de la couche leucocytaire, des 
cellules d’exsudat ou de la membrane de Descemet; on y 
ajoutait ensuile une goutte d’extrait soit d’embryon de poulet, 
soit de larate d’un cobaye sain. Le plasma contenant le virus 
du typhus exanthématique était ainsi dilué dans la proportion 
de 1/8, ce qui donnait une dose moindre que la dose infectante 
pour un cobaye. 

Si, immédiatement aprés la préparation, on coupait des 
fragments de la culture de tissus ainsi préparée et si l’on 
inoculait deux de ces fragments dans la cavilé péritonéale d’un 
cobaye, celui-ci ne réagissait pas. Pour le contréle, on 
employait des cultures de fragments de tissus ou de cellules 
soumises 8 |’ébullition, ou bien un milieu sans fragments. Les 
cullures étaient préparées d’aprés les ragles habituelles et 
placées & l’étuve & 37° pendant cing ou sept jours, aprés quoi 
elles servaient par 2 ou par 4 pour l’inoculation. 


INocULATION AUX ANIMAUX. 


En général, nous nous sommes efforcés d’inoculer, avec 
chaque série de cultures, 2 cobayes et toujours dans la cavité 
péritonéale. 

Nous gardions l’un des cobayes jusqu’a la fin de la fidvre, 
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afin d’avoirune courbe thermique complete et surtout pour que, 
aprés avoir sacrifié l’'animal, nous pussions faire l’examen 
histologique de ses organes. Avec les organes de l’autre animal, 
sacrifié au troisiéme-quatri¢me jour de sa fiévre, nous inocu- 


lions (passages) 2 autres cobayes, et ainsi de suite. Lorsque la 
maladie était terminuée, une partie des sujets étaienl soumis & 
examen anatomo-histologique. 

Dans la premiére série d’expériences, effecluée avec des 
leucocytes d’un cobaye sain, nous avons inoculé soit 4 frag- 
ments, soit 2 fragments provenant de cultures préparées, soit 
enfin des cultures ayant séjourné cing jours a l’étuve. Dans 
cetle série d’expériences, 53 cobayes furent inoculés. A titre 
d’exemple, nous donnons ici la courbe thermique ducobaye n° 8 
inoculé avec 4 fragments provenant d’un milieu ayant séjourné 
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cing jours & l’étuve. Comme on le voit sur cette courbe, la 
période d’incubation a été de huit jours. Le deuxiéme jour de 
la fivre, le cobaye fut sacrifié, et, avec l’émulsion de ses 
organes, on inocula 2 autres cobayes (n® 19 et 20). Ces deux 
animaux tombérent malades (courbe n° 20). L’étude histolo- 
gique des organes du cobaye n° 20 (foie, cerveau) permit de 
déceler Jes nodules caractéristiques du typhus exanthématique. 
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Il faut faire remarquer que l'inoculation intrapéritonéale de 
4 fragments de mémes dimensions, découpés dans le méme 


RE a ols [Hal s|7| sie [7] al 9 yar elal 


milieu ne contenant pas de fragments de tissus et ayant de 
méme séjourné pendant cing jours a l’étuve, ne provoqua pas 
la maladie chez le cobaye (courbe n° 15). 

Dans la deuxiéme série d’expériences avec la membrane de 
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Descemet, 12 cobayes furent inoculés. Nous donnons la courbe 
thermique du cobaye n° 56 inoculé avec 2 fragments de mem- 
brane de Descemet qui avait donné une bonne croissance 
apres sept jours a l’étuve, et celle du cobaye n° 62 (contrdle) 
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inoculé avec 2 fragments de membrane de Descemet préala- 
blement bouillie; ces cultures avaient également séjourné sept 
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jours & Pétuve. Le cobaye n° 56 (courbe) présenta une fidvre 
typique vers la fin de laquelle il fut sacrifié. Dans le foie et 
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dans le cerveau, présence de nodules caractéristiques; dans le 
cerveau, forte hyperémie des capillaires avec desquamation 
de l’endothélium et thrombose par places; cedéme prononcé de 
la substance cérébrale avec forte distension des régions péri- 
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vasculaires. Neuronophagie prononcée et largement répandue. 
Dans les cellules ganglionnaires des différentes parties du 
cerveau, excentricilé du noyau, effacement du dessin nucléaire 
et de ses contours, suivide la destruction compléte des cellules. 
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Cobaye N87 


Chez le cobaye témoin n° 62, aucun changement histologique 
ne fut observé. 
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Dans la troisidme série d’expériences, qui porta sur33 cobayes, 
on prit pour cultures les cellules de l’exsudat péritonéal. Comme 
dans les séries précédentes, on inocula 2 cobayes pour chaque 
expérience. On inoculades fragments decultures ayant séjourné 
al'étuve & 37° pendant sept jours et dont la croissance était 
bonne. Une partie des cobayes de contréle furent inoculés avec 
des fragments tués par ébullition (dans le méme milieu) et 
ayant séjourné pendant sept jours a l’étuve. Le milieu conte- 
nait également 1/8 de plasma de cobaye infecté. D’aprés les 
courbes, on voit que le cobaye n° 77, inoculé avec des frag- 
ments de tissus bouillis, resta sain, alors que le cobaye n° 82, 
inoculé avec des cultures en bonne croissance, donna une 
infection netle. Le cobaye n° 82 fut sacrifié. L’émulsion de ses 
organes fut inoculée aux cobayes n® 83 et 84 qui donnérent la 
courbe caractéristique. 

Un nouveau passage, le ouziéme, fut fait du cobaye n° 84 aux 
cobayes n° 87 (v. la courbe) et 88; tous deux donnérent une 
courbe thermique caractéristique et présentérent des lésions 
typiques. 


Discussion. 


Notre procédé de culture du virus du typhus exanthéma- 
tique permet d’obtenir non seulement la multiplication du 
virus dans les cultures des tissus, mazs aussi Vinfection du 
tissu normal in vitro. Deux ou quatre fragments découpés de 
cultures récemment préparées, et introduits dans la cavité péri- 
tonéale du cobaye, n’entrainent jamais l’infection, tandis que 
l'inoculation de fragments de tissu ayant séjourné cing & sept 
jours 4 l’étuve la provoquent toujours. Cette infection est quel- 
quefois inapparente, mais au cours des passages ultérieurs les 
cobayes présentent une fiévre typique et un tableau anatomo- 
pathologique caractéristique du typhus exanthématique. Les 
essais de cultures pures d’un typhus particulier des Montagnes 
Rocheuses, effectués par Breinl en 1933 d’aprés une autre 
méthode (méthode H. et M. Maitland), prouvent également que 
Ja multiplication du virus du typhus exanthématique se produit 
surtout dans les tissus. En outre, comme nous l’avons montré 
plus haut, il est indispensable d’opérer avec des cellules et des 
tissus vivants, car dans les expériences ov le tissu a été tué par 
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ébullition (Steinhard et Lambert [1914], Krontowsky [1928], 
Haagen [1933] et autres), il ne s’est produit ni multiplication 
du virus, ni infection du tissu (courbe cobaye o° 62). Pour obte- 
nir la multiplication du virus en général et du virus du typhus 
exanthématique en particulier, les signes extérieurs d’activité 
(croissance) ne sont pas indispensables : ainsi, dans les expé- 
riences de Krontowsky et de Hach (1924) — inoculation de la rate 
d’un sujet atteint de typhus exanthématique, alors que la crois- 
sance im vitro avait été arrétée par l’addilion au milieu de cyto- 
toxines spécifiques — le virus restait vivant et les cobayes furent 
infectés. Dans ces cultures en apparence privées de vie, les 
cellules conservaient une vitalité certaine : les cellules réticu- 
laires de la rate du fragment augmentaient de volume et se 
transformaient en macrophages hypertrophiés (polyblastes). 
Comme |’ont montré les expériences de Spassky, en 1932, ces 
fragments manifestaient un métabolisme trés notable. Il ressort 
de récentes expériences que le métabolisme est indispensable 
et ne doit pas étre trop affaibli. Des recherches ultérieures per- 
mettront de préciser ses relations avec la vie des divers virus. 

La culture des virus ne se produit donc en général qu’en 
présence de cellules vivantes (1), biotropisme (Hauduroy 1929), 
cytotropisme (Rivers 1932) et biocytophilie (Krontowsky), qu’il 
s agisse de cultures de tissus classiques ou de cultures simpli- 
fiées, dans la solution de Tyrode, avec de petits fragments de 
tissu (H. et M. Maitland 1928 ; Krontowsky, Jazimirska-Kron- 
towska et Savilska 1933, Brein] 1933 et autres). 

Jusqu’a présent on a abordé une minime partie seulement 
des questions qui peuvent étre résolues grace aux différentes 
méthodes de cultures de tissus. Bien que les travaux cités au 
cours de ce travail et nos propres expériences aicnt montré 
que, pour réussir la culture des virus, les cellules et les tissus 


(4) Toutes les cellules vivantes ne conviennent pas a la culture d’un virus 
défini (v. Carrel 1926, Rivers 1932, et d'autres) ; par exemple la culture du 
virus aphteux réussit dans un milieu qui contient du tissu de cobaye et non 
de l’embryon de poule (H. et M. Maitland 1932). Les expériences sur la culture 
des virus a l’aide de cellules vivantes végétales, par exemple des cellules 
de levures ou de divers protozoaires, ont donné des résultats négatifs 
(Breinl 1933, Nicolau et Lwoff 1932 et d'autres). La communication de Zilbert 
et de ses éléves (Dosser et Wostrouchowa 1933) sur la possibilité de cultiver 
le virus de la vaccine et du typhus exanthématique avec des levures et. 
certaines bactéries est en contradiction avec ces faits. 
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vivants soient nécessaires, on n’a pas étudié, jusqu’a présent, 
le genre de cellules et dans quel état physiologique elles 
sont le plus favorables pour chaque virus. De larges horizons 
s’ouvrent pour de nouvelles études sur les virus, dont la vie, 
la multiplication et l’activité se caractérisent surtout par leur 
liaison étroite avec les cellules et les tissus vivants. 


Conclusions. 


1° Une nouvelle méthode est donnée pour la culture du virus 
du typhus exanthématique au moyen de cultures de tissus. 
Cette méthode consiste dans l'emploi de quantités minimes de 
plasma de cobaye infecté, de fagon que la culture de tissu 
contienne une quantité de virus inférieure & une dose infee- 
tante minima. 

2° Les cellules et les tissus provenant d’un animal sain, 
transplantés sur le milieu ainsi additionné de virus, s’infectent 
in vitro. 

3° Liinoculation de ces cultures de tissus ayant subi pen- 
dant un temps déterminé (cing 4 sept jours) un développement 
hors de l’organisme peut provoquer chez les cobayes un typhus 
exanthématique typique. Les passages ultérieurs sur les 
cobayes donnent des résultats positifs. Ceci prouve qu il y a 
multiplication de l'agent pathogéne, puisque la quantité de virus 
ajoutée a la premiére culture était inférieure & la dose infec- 
tante. 

4° La vie et la prolifération du virus du typhus exanthéma- 
tique ne sont possibles que lorsque le milieu contient des cel- 
lules ou des tissus vivants. En présence de cellules ou de tissus 
morts, le virus ne se développe pas; il meurt ou s’affaiblit. 

Les cultures en cellules ou tissus tués par ébullition ne 
provoquent pas l’infection. 
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RECHERCHES 
SUR LIMMUNITE NATURELLE DU CHIEN 
CONTRE LA RAGE ET SUR LES NEUROTOXINES 


par Démztre JONNESCO. 


(Institut D' V. Babes. Directeur: Professeur G. Proca, Bucarest.) 


J’exposerai, dans le présent mémoire, les résultats de mes 
recherches sur l’immunité naturelle du chien contre la rage, 
sur le passage dans le sang du virus rabique chez un chien 
réfractaire, sur les neurotoxines et sur la résistance des ani- 
maux sensibilisés 4 |’infection rabique. 


I. — Recherches sur limmunité naturelle contre la rage 
chez le chien. 


Dans la rage, comme dans les autres infections, il peut y 
avoir, parmi les individus réceptifs, des cas de résistance natu- 
relle. Parmi les animaux sensibles, les uns résistent, excep- 
tionnellement, & linoculation du virus rabique par voie subdu- 
rale : tres rarement le lapin, plus fréquemment le chien. Viala, 
a l'Institut Pasteur, n’a rencontré, au cours d’une période de 
quinze années, qu’une seule lapine qui ait résisté & trois inocu- 
lations intracérébrales de virus fixe; mais les petits de cet 
animal n’étaient pas immunisés. Pasteur, Hertwig, Renault, 
Remlinger, Heckenroth décrivent des cas d'immunité naturelle 
chez le chien. Au cours des passages du virus rabique fixe-chien, 
que nous effectuons a l'Institut D" V. Babés, pour la prépa- 
ration d’un vaccin antirabique pour les animaux, nous avons 
renconiré 1 p. 100 de cas de résistance naturelle contre la rage 
chez les chiens inoculés par voie cérébrale. 
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Le 3 mai, nous avons inoculé 45 chiens, par voie intraocu- 
laire, du virus rabique renforcé « J » (1). Les résultats obtenus 
ont été les suivants : 

a) 3 chiens, 4gés de cing mois, sont paralysés le 10 mai 
(au bout de sept jours) et succombent aprés deux jours de para- 
lysie ; 

6) Le quatriéme chien, 4gé de deux ans, est paralysé le 
43 mai (au bout de dix jours) et succombe trois jours apres de 
paralysie ; 

c) Le cinquiéme chien, dgé de deux ans, résiste a Vinoculation 
par vove intra-oculaire. Par la suite, cet animal a été Vobjet de 
multiples recherches, puisqu’il fut, depuis, inoculé par voie 
cérébrale et, par neuf fois, de virus rabique ; il demeura conti- 
nuellement sain jusqu'au 2 avril 1934, date a laquelle il fut 
sacrifié. 

Voici le nombre, la date et l’espéce de virus rabique inoculé 
au cinquiéme chien résistant a la rage (chien R) : 


INOCULATIONS DILUTIONS 


Premiére . . 
Deuxieme. . 
Troisiéme. 


Quatriéme 
Cinquiéme . 


3 mai 1933. 


-{15 juin 1933 
. .{4e? aott 1933 

on OGL. 
sol sock. 19338. 


1933. 


Intraoculaire. 


.|Intracérébrale. 
.|Intracérébrale. 
Intracérébrale. 
Intracérébrale. 


Virus « 
Fixe-chien 
Fixe-chien 
Fixe-chien 
Fixe-chien 


4/30 
4/50 
4/30 
4/50 
4/50 


-|44 déc. 1933. Fixe-chien 
Fixe-chien 
Fixe-chien 
Fixe-lapin 
Fixe-lapin 


Intracérébrale. 
.|29 déc. 1933.|Intracérébrale. 
.|14 janv. 1934.|Intracérébrale. 
.|25 janv. 1934.|Intracérébrale. 
.|15 fév. 1934./Intracérébrale. 


Sixiéme. .. 
Septiéme. . 
Huitiéme . 

Neuvieme. . 
Dixiéme. . . 


4/30 
4/50 
4/50 
4/50 
4/50 


PE SOOOSOS: 
SS SS99999 


ewe 
seers 


Le 2 avril 1934, le chien R est sacrifié. On trouve les reins 
augmentés de volume, de consistance normale. La capsule se 
décortique aisément, laissant une surface de couleur brun-jau- 
natre, avec les étoiles de Verheyen trés visibles. Section facile. 
Corticale augmentée en volume, de couleur brun-rougeatre- 
jaunatre, avec dessin en partie conservé; glomérules faible- 
ment visibles et vaisseaux hyperémiés; la limite entre la cor- 
ticale et la médullaire est bien conservée. Médullaire agrandie 


(1) Démérre Jonnesco ; Sur un virus rabique des rues a virulence renforcée, 
Bull. Acad. Méd., 24 mai 1932; Ces Annales, 49, 1932, ., 435. 
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dans sa partie externe, sur une largeur de 3 millimétres, de 
couleur brun-jaunatre clair et en relief ovalaire; le reste est 
rose-blanchatre, graisseux, de dessin effacé dans la moitié 
externe. 

En différentes régions du cerveau, des vaisseaux sont parfois 
dilatés, entourés d’un foyer d’infiltration de lymphocytes et de 
cellules jeunes monocytaires; dans le ceeur, dégénérescence 
eraisseuse des fibres musculaires avec nombreuses infiltrations 
de cellules plasmatiques, lymphocytes et monocytes; dans les 
reins, dégénérescence parenchymateuse assez avancée avec 
dégénérescence graisseuse des cellules des tubes. 


ErupE DE LA VALEUR NEUTRALISANTE DU SERUM DU CHIEN R. 


On mélange avec soin neuf parties d’émulsion cérébrale de 
virus fixe-lapin (finement broyé et filtré sur gaze), avec une 
partie de sérum, ce qui fait une dilution au 1/10, et on laisse le 
mélange vingt-quatre heures 4 la température du laboratoire, 
& Vobscurité. On prépare ainsi des dilutions au taux voulu, 
dont nous prenons 0c c. 3 pour les inoculer par voie subdu- 
rale ou intracérébrale a des lapins. 

Nous avons pu constater que le sérum du chien R, récolté 
sept jours aprés la quatriéme inoculation intracérébrale de virus 
rabique, a une valeur neutralisante de 1/10 seulement. Quinze 
jours aprés la sixiéme inoculation, nous avons trouvé une 
valeur neutralisante de 1/20. 

Les lapins doivent étre tenus en observation un temps assez 
prolongé, méme quand il s’agit de mélanges avec le virus fixe 
(Vincubation habituelle du virus rabique fixe-lapin de l'Institut 
Babés est de cing jours). 

Ainsi, 4 lapin, inoculé par voie intracérébrale avec le virus 
lixe-lapin mélangé de sérum antirabique au 1/10, le 30 sep- 
tembre 1933, succombe au bout de vingt et un jours, paralysé 
(stérilisation partielle). Les passages suivants, toutefois, repro- 
duisent la rage avec incubation habituelle du virus fixe (cing 
jours). 
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RECHERCHES SUR LA PRESENCE DU VIRUS RABIQUE CHEZ LE CHIEN R, 
APRES INOCULATION, 
ET SUR LA VALEUR NEUTRALISANTE DU CERVEAU post mortem. 


Nous avons prélevé un petit fragment de cerveau dans la 
région temporale du chien R, le 29 novembre 1933, c’est-a- 
dire vingt-neuf jours apres la quatriéme inoculation intracéré- 
brale de virus rabique fixe-chien sur l’animal vivant et sain. 
On inocula, par vole subdurale, a 2 lapins, 0c. c. 3 d’une émul- 

sion au 1/40 de ce fragment cérébral. Un premier lapin suc- 
‘comba le 14 décembre aprés étre resté trois heures sur le flanc. 
Les ensemencements des organes de ce lapin dans Jes milieux 
aérobies et anaérobies sont demeurés stériles: A partir de ce 
‘lapin, on inocula, par voie intracérébrale, 1 cobaye, qui suc- 
-comba sans paratysie le 14 février 1934. Le second lapin 
-mourut le 28 mars 1934 aprés une courte paralysie de quatre 
heures. 

Le virus rabique a done été présent dans le cerveau de ce 
chien R, le vingt-neuviéme jour aprés Vinoculation intracéré- 
brale. Ce virus avait subi une atténuation puissante, comme cela 
ressort de la durée excessivement longue de Vincubation. 

Des lapins inoculés par voie subdurale, un a ‘succombé au 
‘bout de quatre mois et l’autre au bout de quinze jours. On 
obtint passage positif chez le cobaye aprés deux mois d’incu- 
bation. 

La glande sous-maxillaire droite du chien R, extirpée le 
17 novembre 1933 (dix-sept jours aprés la quatriéme inocula- 
tion intracérébrale de virus rabique fixe-chien) ne s’est pas 
montrée pathogéne pour 2 cobayes et 2 lapins inoculés par voie 
intracérébrale. Ces animaux sont demeurés sains jusqu’a ce jour. 

Une émulsion au 1/10 du cerveau du chien R fut filtrée sur 
gaze, mélangée par parties égales avec une émulsion fine & 1/100 
de virus rabique fixe-lapin, et laissée vingt-quatre heures a la 
température du laboratoire, 4 Vobscurité. Nous avons inoculé 
ce mélange par voie intracérébrale & 2 lapins; tous deux ont été 
paralysés le troisitme jour et ont succombé l'un aprés quelques 
heures, l’autre aprés douze heures. Par conséquent, le cerveau 
du chien R n’a exercé in vitro aucnne action neutralisante sur 
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le virus rabique; au contraire, il semble que sa présence ait 
abrégé la durée habituelle de l’incubation du virus fixe. La. 
résistance de ce chien & la rage semble due a la destruction ou 
a l’atténuation du virus seulement au contact de la cellule ner- 
veuse vivante, ou & l’action directe de ses ferments de défense 
au lieu de l'inoculation, ou encore & |’élimination du virus sous 
une forme atténuée (voir plus loin l’élimination du virus par 
le sang). 

Les recherches hématologiques faites sur le chien R, ainsi 
que sur 2 autres chiens réfractaires au virus rabique introduit 
par voie intracérébrale, nous ont montré un accroissement évi- 
dent des polynucléaires éosinophiles. Nous avons cherché dans 
ces 3 cas a éliminer l’action des vers intestinaux en étudiant 
la présence d’ceufs de parasites par le procédé de Teleman. 

Chez le chien R, le nombre des éosinophiles a toujours été 
croissant parallélement au nombre des inoculations intracéré- 
brales de virus rabique. Quinze jours aprés la premiére inocu- 
lation intracérébrale, nous trouvons chez le chien R: 


leucocytes’ parimillimétre:cubes. 7) cumin 414.000 
Polynucléaires neutrophiles p. 100... ......-... 78 
Métamyélocytes neutrophiles p. 400 ........... 4 
Polynucléaires éosinophiles p.100... 2... 2 3. 2 3; 4 
Lymphocytes: p. 100.405 sre ca rok sis ee Seen men on ee AT 


Dix-sept jours aprés la cinquiéme inoculation intracérébrale 
de virus rabique, nous trouvons : 


Meucocytes) par, millimetre: cubey.0.m came cnr cnt ore 45.000 
Polynucléaires neutrophiles p. 400. ........... 80 
Métamyélocytes neutrophiles p. 100 .........2.. 2 
Polynucléaires/éosinophilesip. 100). ican oe 8 
Lymphocytes: p< 5400 /giiacmreukcis arcieem aici rae es 40 


Onze jours aprés la neuviéme inoculation intracérébrale de 
virus rabique, nous trouvons : 


Leucocytesiparimillimetreicuber... sane neice nee 43.500 
Polynucléaires;neutrophilesip.1 000 mance 64 
Polynucléaires éosinophiles p.400............ 17 


Lymphocytes ips 100) vo oae ss) mete een ene 49 


Il résulte de ces constatations que, a la suite des inoculations 
par vove intracérébrale de virus rabique chez le chien réfractaire, 
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on constate un accrotssement du nombre des éosinophiles paral- 
léle au nombre des wnoculations. 

Bien que je me sois convaincu, au cours de mes recherches, 
que les éosinophiles in vitro n’ont pas d’action neutralisante 
sur le virus rabique, l’accroissement du nombre de ces élé- 
ments trouvés chez le chien ayant une immunité naturelle, 
ainsi que chez les sujets soumis au traitement antirabique vers 
le neuviéme jour, leur disparition complete (signal d’alarme) 
deux ou trois jours avant la déclaration de la rage et pendant 
la durée de la maladie déclarée (1) nous autorise & admettre 
que la présence en nombre croissant de ces cellules dans le 
sang constitue un test important dans le processus d’immunité 
& Pégard de la rage. 


II. — Passage du virus rabique dans le sang 
chez le chien R aprés inoculation par voie intracérébrale. 


A Voccasion de |’étude faite pour mettre en évidence la neu- 
rotoxine, nous avons pu constater que le sang du chien R con- 
tient le virus rabique pendant huit jours a dater de l’inoculation 
intracérébrale. 

Le sérum du chien R, récolté sept jours aprés l’inoculation 
intracérébrale de virus rabique fixe-chien, a été conservé douze 
jours & la température de 4°, dans l’obscurité, pour détruire 
son action neurotoxique constatée dans des expériences anté- 
rieures sur les cobayes. 

Ila été ensuite inoculé par voie intracérébrale 41 lapin qui, 
au bout de vingt et un jours, se paralyse, tombe sur le flanc et 
meurt aprés une courte période de paralysie totale (douze 
heures). Les ensemencements en milieux aérobies et anaé- 
robies du cerveau et du ceur sont demeurés négatifs. Avec 
l’émulsion cérébrale de ce lapin, nous avons réalisé quatre pas- 
sages successifs par voie intracérébrale sur des cobayes. Aucun 
d’eux n’a eu de paralysie de longue durée : l’animal paralysé 
tombe sur le flanc et succombe au bout de quatre & douze 


(1) C. R. Soc. Biol., 97, 1927, p. 983. 
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heures. Le schéma suivant montre les passages du virus d'un 
animal &l’autre, par voie-intracérébrale : 


Sérum du chien R. Sept jours aprés la quatriéme inoculation par voie 
intracérébrale, de virus rabique fixe-chien conservé douze jours a 4°. 
| 
Y 
Lapin + (paralysé 
au bout de vingt et un jours). 
] | 


Y Yue 
Lapin (paralysé Cobaye (sain). 
au bout de neuf jours). Y 


Cobaye + (paralysé 
au bout de dix jours). 


| 
Y 
Chien (paralysé 


Y 
Lapin (paralysé 


au bout de huit jours). Y au bout de sept jours). _ 


Cobaye (paralysé 
au bout de huit jours). 


y | Y 
Lapin (sain). y Cobaye (sain). 


Cobaye (paralysé 
au bout de trente-huit jours). 
| 


vf 
Cobaye (sain). Cobaye (sain). 


De ces expériences il résulte que, chez un chien possédant 
Pimmunité naturelle, le virus rabique fixe, inoculé par vote 
intracérébrale, a été trouvé dans le sang le septiéme jour aprés 
Pinoculation, animal demeurant sain (‘). 

Comme on peut le voir sur le tableau des pages précédentes, 
nous avons inoculé le sérum sanguin du chien R & un lapin qui 
se paralysa aprés une incubation de vingt et un jours. A partir 
de ce lapin, on a inoculé 2 cobayes et 1 lapin: 1 cobaye se para- 
lyse au bout de dix jours, un autre demeure sain et le lapin se 
paralyse au bout de neuf jours. Dans ce second passage, nous 
observons un fait qui semble paradoxal : bien que l’incubation 
s’abaisse & neuf et dix jours et qu'il semble que le virus se soit 
renforcé, 1 cobaye cependant demeure sauf. Ce fait ne saurait 
s’expliquer sinon en l’attribuant soit & une diffusion inégale du 
virus chez le lapin du premier passage, soit & un processus 
d’autostérilisation ou & une erreur de technique. Au troisiéme 


(4) Nous avons montré que, pendant la maladie déclarée, le virus rabique 
peut étre éliminé par Vurine. C. R. Soc. Biol., 92, 1927. 
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passage, l’incubation se réduit encore : 4 lapin et 1 cobaye se 
paralysent le huitiéme jour, 4 chien le septigme jour. Au qua- 
 trigme passage, toutefois, 1 cobaye et 1 lapin demeurent 
indemnes et un autre cobaye se paralyse aprés une incu- 
bation prolongée (trente-huit jours), réalisant une infection 
mortelle autostérilisable, puisque les passages suivants a 2 
cobayes sont restés négatifs. 


Itl. — Neurotoxines. 


Pour la premiére fois, en 1900, Delezenne a préparé, par 
immunisation d’un canard, un sérum neurotoxique spécifique 
pour le chien. 

Centani a obtenu un sérum neurotoxique anti-lapin. Pirone, 
Baroncini et Giacometti, Armand-Delille, Goldbaum ont repris 
la question et concluent a la spécificité des neurotoxines. Schmidt 
a essayé d’obtenir un sérum neurotoxique actif a l’égard des 
nerfs périphériques. En général, les neurotoxines préparées par 
les auteurs précités sont des hétéro-toxines. 

Rossi aurait réussi 4 préparer un sérum isoneuroloxique pour 
le cobaye et le chien. 

Premiere série de recherches. —- Le sérum neurotoxique 
employé avait été préparé par injections sous-cutanées d’émul- 
sions de cerveau de lapin 4 des lapins. Aprés dix injections de 
4 cent. cube d’une émulsion au 1/10 et une pause de sept jours, 
nous avons récolté le sérum. Nous avons inoculé 0c. c. 4de ce 
sérum, par voie intracérébrale, 4 4 lapins. 2 de ces lapins n’ont 
présentéaucunsymptome apparent. Le troisiéme parut abattu dés 
le second jour, ses pattes tremblaient ainsi que sa téte, surtout 
quand il tentait de faire un mouvement. Difficulté dans les 
mouvements, dyspnée. Mort le soir. Les ensemencements pro- 
venant du ceur et du cerveau furent négatifs. 

Le quatriéme lapin présenta, seize jours aprés Vinoculation, 
une légére parésie des pattes avec tremblement de la téte et indé- 
cision de la marche. Pendant les périodes de repos ou aprés exé- 
cution de mouvements volontaires, le Japin éprouvait le besoin 
d’appuyer sa téte et le nez entre les pattes antérieures (ined ys 

Pendant ce temps, |’animal diminua de poids (200 grammes) ; 
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température 39°. Opisthotonos avec conservation de cette posi- 
tion pendant trois & quatre minutes dans un état de catatonie; 
le reste du temps le lapin appuie son museau sur le plancher 
de sa cage. Cest dans cet état qu'il succombe, trente-sept jours 
aprés inoculation. 

Seconde série de recherches. — On a inoculé a un chien, sous 
la peau, du 24 octobre au 12 novembre 1934, 355 cent. cubes 
au total d’une émulsion cérébrale au 1/10 de lapin. La derniére 
injection, 20 cent. cubes, a été faite par voie intrapéritonéale. 
Au bout de sept jours, on a saigné le chien. Son sérum fut 
inoculé a 7 lapins. 

Le premier lapin, inoculé par voie intracérébrale avec 0c. c. 5, 
présenta le second jour des tremblements de la téte, de l'indé- _ 
cision de la marche et de la parésie des pattes ; il succomba le © 
quatriéme jour aprés |’inoculation. 

Le second lapin, inoculé par voie intracérébrale avec 0c. c. 4, 
présenta le second jour de la parésie des membres: il culbutait 
en marchant, gardait longtemps des altitudes fixes, la téte 
appuyée contre le plancher de sa cage, entre les paltes anté- 
rieures. I] succomba cing jours aprés l’inoculation avec une 
perte de poids de 175 grammes. 

Le troisiéme lapin, inoculé par voie intracérébrale, avec 
0c.c.5, présenta immédiatement des tremblements de la téte 
qu'il appuyait entre ses pattes antérieures et dela difficulté dans 
la marche. I] succomba sept jours aprés l’inoculation. 

Le quatriéme lapin, inoculé avec 0 c. c. 4 dans le nerf scia- 
tique droit, succomba sept jours aprés l’inoculation. 

Le cinquiéme lapin, inoculé par voie intrarachidienne avec 
0c. c. 5, demeura indemne. 

Le sixiéme lapin regut une injection intraveineuse de 4 cent. 
cube et présenta, au bout de six jours, une paralysie du train 
postérieur. Il succomba dix-sept jours aprés linoculation. 

Le septiéme lapin, inoculé par voie intra-oculaire avec 
0c. c. 5, demeura indemne. : 

Sur 7 lapins qui regurent, par des votes diverses, du sérum 
neurotoxique chien-lapin, 5 ont donc succombé : 3 (inoculés par 
vore intracérébrale) au bout de quatre, cing et sept jours, 1 (ino- 
culé dans le nerf sciatique) au bout de sept jours, 1 (injection 
intraveineuse) au bout de dix-sept jours. 
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Troisiéme série de recherches. — Le chien R a été inoculé 
pour la sixiéme fois avec du virus fixe-chien, par voie intracé- 
rébrale. Cing jours aprés, on inocula par voie intracérébrale, & 
4 cobayes et 2 lapins, 0 c. c. 1 de sérum de ce chien. Nous 
avons observé chez les cobayes, immédiatement aprés l’inocu- 
lation, des tremblements des pattes, respiration accélérée, 
démangeaisons au museau, agitation trés vive, heurts aux parois 


Fic. 4. — Attitude d’un !apin inoculé par voie intracérébrale, 
avec du sérum neurotoxique. 


dela cage, opisthotonos. Aprés de courtes rémissions, survinrent 
des mouvements de manége, convulsions, spasmes; mort au 
bout d’une heure et demie, deux, trois et sept heures. A |’au- 
topsie, on constate une hyperémie intense du cerveau dans 
sa totalité; les reins sont hémorragiques; aspect hyperémique 
de l’intestin trouvé en contraction trés prononcée; urine hémor- 


ragique. 
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Les 2 lapins inoculés en méme temps que les cobayes, 
reviennent & eux eprés une légére indisposition, et demeurent 
sains. 

Le sérum du chien R, aux septiéme, huiliéme, neuviéme et 
dixiéme jours aprés la sixiéme inoculation intracérébrale, pro- 
duit les mémes phénoménes chez les cobayes inoculés par voie 
intracérébrale : inoculé & la dose de 0c. c. 5 par voie intracar- 
diaque, il provoque toujours la mort foudroyante (dix & quinze 
minutes). 

Le sérum du chien R perd ses propriétés toxiques s’i! est 
conservé a 40°C pendant huit jours. Les phénoménes appa- 
raissent de plus en plus atténués chez Jes cobayes inoculés par 
voie intracérébrale aprés repos de sérum pendant trois jours a 
4°, Avec le sérum garde une semaine A 4°, nous avons rarement 
observé, chez les cobayes, le tremblement des pattes avec 
démangeaisons au museau et exceptionnellement la mort au 
bout de trois ou quatre jours. 

Inoculé a un chien, par voie intracérébrale, ce sérum, neu- 
rotoxique pour les cobayes, ainsi que le sang total, immédiate- 
ment aprés la saignée, n’ont aucune action nocive. 1 cent. cube 
de sang total de cobaye intoxiqué par la neurotoxine, injecté 
par voie intracardiaque a des chiens neufs, aussitOt aprés la 
récolte, ne produit aucun sympt6me morbide. 

La chaleur a une action atténuante et destructive sur cette 
neurotoxine. Chauffé au bain-marie pendant dix minutes a 
45°, le sérum perd son action nocive. Chauffé pendant dix 
minutes & 40° il la conserve. Ainsi, un cobaye inoculé par 
voie intracérébrale avec 0c. c. 4 de sérum neurotoxique chauffé 
& 40° pendant dix minutes présente, au bout de quelques 
minutes, une vive agitation ; il cherche & grimper sur sa cage 
comme un jeune chien, se gratte le nez, secoue la téte; sa res- 
piration s’accélére; aprés deux heures de souffrance, il revient 
a lui et ne présente plus aucun symptéme apparent, mais, au 
bout de trois jours, soudain il tombe sur le flanc, les pattes 
tremblantes, ne peut se relever, reste couché jusqu’au lende- 
main et succombe. 

Liadjonction de sérum frais de cobaye au sérum neurotoxique 


chauffé ou conservé huit jours a 4° ne rétablit pas son action 
pathogene. 
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Le pouvoir neurotorique du sérum du chien R est d'autant 
plus grand que la saignée a été faite 4 une date plus rapprochée 
de celle de V’inoculation intracérébrale. 

A partir du septiéme jour apres l’inoculation, le sérum de ce 
chien n’a plus qu’une trés faible action toxique pour les cobayes, 
lesquels, aprés une période d’indisposition passagére, demeurent 
sains la plupart du temps. 

L’inoculation intracérébrale & des cobayes du sérum sanguin 
de 4 chiens normaux n’a produit aucun phénoméne morbide 
apparent. 

Pour répondre a l’objection que la neurotoxine du chien R 
pourrait étre attribuée aussi au virus rabique inoculé a cet 
animal, nous avons inoculé a 2 chiens, par voie intracérébrale, 
4 cent. cube d’émulsion au 1/10 de cerveau normal de chien, a 
six reprises, du 17 janvier au 15 mars 1934. A partir de la 
troisiéme inoculation, le sérum sanguin de ces 2 chiens acquit 
un pouvoir neurotoxique pour les cobayes a peu prés égal en 
intensité & celui du sérum du chien R. 

Cette légére différence est peu appréciable et pourrait s’expli- 
quer par ce fait que le cerveau rabique est plus toxique que le 
cerveau normal. A. Marie a, en effet, montré en 1912, que les 
substances albuminoides du cerveau rabique sont nettement 
plus toxiques que celles du cerveau normal. 

Dans les expériences relalées plus haut, j’ai done réussi a 
obtenir une hétéro-neurotoxine pour les cobayes en injectant 
par voie intracérébrale & un chien soit du cerveau de chien 
normal, soit du cerveau rabique fixe-chien 4 un chien R jouis- 
sant d’une immunité naturelle contre la rage. Le sérum normal 
de chien n’a pas d'action neurotoxique sur les cobayes ; toute- 
fois, si on répéte les injections intracérébrales sur un chien 
avec du cerveau du chien. on obtient ainsi une toxine trés 
active pour le cobaye. Le cerveau est un organe différencié a 
un trés haut degré dans sa fon«tion antigénique (Wilebsky et 
Steinfeld); comme l’est aussi Je cristallin (Uhlenhuth, Romer, 
Witebsky) ou les cellules sexuelles (Métalnikov, elc.). Le cer- 
veau peut donc jouer un role actif chez le méme individu ou 
chez un animal de la méme espéce comme un hétérolipoide, 
d’une par! en s’éliminant par le sang sous forme de composés 
de dégradation extrémement toxiques, d’autre part, en tant 
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qu’antigéne produisant des anticorps de défense (neurotoxines, 
hémolysines, etc.) pour lorganisme lésé. 


On sait que la fonction hémolytique du sérum normal varie 


selon les individus et les espéces. Le sérum normal de chien a 


une action hémolytique constante sur les hématies de cobaye. ; 


Parallélement & l’action neurotoxique, le sérum sanguin des. 
chiens inoculés par voie intracérébrale avec du cerveau de chien : 


devient plus hémolytique pour les hématies de cobaye et trés 


peu pour les hématies de lapin. Ce pouvoir hémolytique aug- : 


mente parallélement au nombre des inoculations intracéré- 
brales. 


Si le sérum neurotoxique est conservé huit jours a& 4°, ow. 


s'il est chauffé entre 45° et 56° au bain-marie, il perd sa pro- 
priété hémolytique, mais il la récupére si lon y ajoute de 
Valexine. Toutefois, tandis que l’'action hémolytique, perdue 
par échauffement ou par vieillissement, reparait par adjonction 
d’alexine, |’activité neuroloxique une fois perdue ne reparait. 


plus; le sérum, inoculé par voie intracérébrale au cobaye, 


devient inoffensif. Ces caractéres permettent d’établir une dis- 


x 


tinction nette entre la propriété neurotoxique due & certaines 
substances de désagrégation protéique complexes, qui séli-. 


minent par le sang pendant les sept jours qui suivent l’ino- 
culation intracérébrale de cerveau de chien et les hémo- 
lysines qui coexistent. De méme, nous devons noler l’action 
intense exercée sur tout l’organisme du cobaye par une injec- 
tion de 0c. c. 1 seulement de sérum neurotoxique par voie 
intracérébrale. Les lésions histopathologiques ainsi produites 
étaient extrémement intenses et identiques dans tous les cas. 
qui se sont terminés par la mort. En général, les viscéres con- 
tenaient des vaisseaux dilatés, gorgés de sang et de nombreuses 
extravasations sanguines. Le sang avait subi dans tous les cas 
une hémolyse plus ou moins intense. Les reins, particulié- 
rement, présentaient un aspect hémorragique trés marqué, 
comparable & celui que l’on observe dans les intoxications par 
le chlorate de potasse. Les glomérules et les tubes rénaux 
contenaient du sang en abondance ; dans l’urine on a trouvé de 
nombreux cylindres hématiques. 


LIMMUNITE NATURELLE DU CHIEN CONTRE LA RAGE 679 


IV. — Résistance a la rage des animaux sensibilisés 
au sérum. neurotoxique. 


A la suite d’inoculations de sérum neurotoxique, 13 cobayes 
et 4 lapins sont restés indemnes. Ils ont été ensuite infectés 
par voie intracérébrale avec la méme émulsion au 1/100 de 
virus rabique fixe-lapin de l'Institut V. Babes. Les résultats 
obtenus sont donnés dans le tableau (p. 670-671) : 

Sur13 cobayes et 4 lapins sensibilisés par injection de neu- 
rotoxine, les paralysies, 4 la suite des inoculations intracéré- 
brales de virus rabique, se manifestent de la maniére suivante : 
chez les cobayes, 3 au bout de douze heures; 1 aprés vingt- 
quatre heures; 1 aprés six heures; 8 apres trois jours et sept 
jours ; chez les 4 lapins, le lendemain. 

Ainsi, la substance nerveuse virulente, inoculée par voie 

intracérébrale avec du virus rabique, se comporte chez les 
cobayes et les lapins sensibilisés & la neurotoxine comme un 
poison d’une toxicité extréme. 
Le phénoméne serait en partie semblable & ce qu’on observe 
dans la tuberculose. A. Marie et M. Tiffeneau ont, en effet, 
démontré que la tuberculine injectée par voie cérébrale & des 
animaux tuberculeux manifeste une toxicité infiniment plus 
erande que chez les animaux sains. Dans le cas de mes expé- 
riences, les phénoménes morbides apparaissent avec une inten- 
sité extréme; les animaux succombent dans certains cas en six, 
douze ou vingt-quatre heures ; dans d’autres cas, le deuxiéme 
ou troisiéme jour aprés l’inoculation par voie intracérébrale. 
Probablement, ce qui contribue au dévlenchement des phéno- 
ménes paralytiques chez les animaux sensibilisés, c'est, en 
dehors de la présence du virus rabique, la matiére cérébrale 
inoculée elle-méme. 


BIBLIOGRAPHIE 


. ArMAND-DELILLE. Société de Biol., 57,1904; Ces Annales, 20, 1906. 

. Baw (O.). Zeits. f. Imm. Forsch., 24, 1914, p. 202. 

Baroncini et Gracomerti. Cité d’aprés Louis Bory. 

. Borpgt (J). Ces Annales, 15, 1904, p. 303. 

. Bory (Louis). Les phénomenes de destruction cellulaire, Masson, 1922. 


or WHE 


14. 


45. 
46. 


17. 
48. 
hs) 
20. 
20 


22% 
23. 


24. 


25. 


ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Crntant. Riforma Medica, 4, 1900, p. 374-377. 


. Dexezenne. Ces Annales, 1900, p. 686. 
. Enriquez et Sicarn. C. R. Soc. de Biol., 3 novembre 1900, 


Foassman (J.). Handb. d. path. Mikroorg., 3, Aufl., 3, 1928, p. 469; W. kl. W., 
ne 20, 1929. 


. Frieomann (U.). Biochem. Zeits, 80, 1947, p. 333. 
. Gotpsaum. Berlin. Klin. Woch., 45, 1908, p. 1803-4808. 
. Gragtz (F.). Erbeg. d. Hyg., Bakt., Immt. u. exp. Ther., 6, 1924, p. 397. 


Ionescu-Mimarstr. Données récentes sur l’hémoagglutination et l’hémo- 
lyse du sang humain. Traité du sang, 1932, Paris. 

JocosruaL (E.) et Scauvsacu (A.;. Morphologie und Serologie des Nomal- 
blutes der Laboratoriumstiere. Handb. d. pathog. Mikroorg., 3, Aufl., 3, 
1928, p. 333. 

Jonnesco Démirre. C. R. Soc. Biol., 63, 1933, p. 1249. 

Kraus, Gertace, Scnweinsurc. Lyssa bei Mensch und Tier. Berlin, 1926, 
p. 264. 

LorrLer et Scuweinsurc. Centr. f. Bakt. Orig., 115, 1930, p. 314. 

Manis (A.). Ces Annales, 1912, p. 441. 

Mercanikorr (E.). Les cytotoxines, Revue Générale des Sciences, 1901. 

Prrone. Cité d’aprés L. Bory. 

Sacus (H.). Hamolytische Serumwirkung (Hamolysine) und Komplement- 
bindung cytotoxische Sera. Handb. der pathogenen Mikroorg. 2, Erster 
Teil, p. 779-928; Die Hamolysine und ihre Bedeutung fir die Immu- 
nitatslehre. Lubarsch. Ostertags Erg. ad. pathol. Anat., 7, Jahr. 
Bergmann, Wiesbaden, 1902; Biochem., Zbl., 1, 1903; Hamolysine 
und Cytotoxine des Blutserums. Handb. d. Tecknik u. Méthodik d. 
Imm. Forsch., 2, 1909. 

Scumipt. Ces Annales, 20, 1906, p. 601. 

Weinsenc (M.) et Liécer (M.). Acquisitions récentes sur 1l’éosinophilie. 
Traité du sang, Paris, 1932, p. 196-224. 

Wiressky (E.). Zetis. f. Imm. Forsch., 54, 1927, p. 161; Zects. f. Imm. 
Forsch., 59, 1928, p. 297. 

Wiressky (B.) et Sreinrewp (J.). Zeits. f. Imm. Forsch., 58, 1928, p. 271. 


PUSTULE VACCINALE ET ANTIVIRUSTHERAPIE 
ESSAI D’UN VACCIN SENSIBILISE 


Par MM. P. GORET et J. TARDIEU. 


(Institut Pasteur et Ecole vétérinaire d'A/fort). 


La question de la flore microbienne de la lymphe vaccinale 
a fait objet de nombreuses recherches bactériologiques et ex pé- 
rimentales. Divers auteurs ont étudié les différentes especes 
microbiennes rencontrées dans la pulpe vaccinale et leur pou- 
voir pathogéne vis-a-vis des animaux de laboratoire. 

La question mérite, en effet, d’étre retenue. Les uns ont pu 
accuser les souillures adventices de la vaccine de provoquer 
quelquefois des complications chez les vaccinés et, en tout cas, 
des réactions phlegmasiques contraires a l’évolution de la pus- 
tule vaccinale. Les autres, pensent que la réaction inflammatoire 
est due seulementau virus vaccinal, comme semblent le démon- 
trer les expériences réalisées avec des pulpes amicrobiennes. 

Quoi qu il en soit, il apparait cependant que le réle des 
germes infectieux renfermés dans une lymphe méme purifiée 
est loin d’étre négligeable dans la production des réactions 
inflammatoires, et qu’ils contribuent sans doute a la formation 
et a l’évolution de l’aréole phlegmasique. 

Dans ces condilions, nous avons pensé quil pouvait étre 
intéressant de tenter d’obtenir une pustule vaccinale pure, sans. 
réaction inflammatoire, soit en vaccinant localement la peau 
contre les germes adventlices, au moyen d’un antivirus spéci- 
fique; soit en utilisant une vaccine préalablement sensibilisée 
par un sérum antimicrobien également spécifique des microbes 
isolés. 

Nos expériences ont porté sur de nombreux lapins et nous 
ont fourni chaque fois des résultats comparables. Nous ne 


rapporterons ici que les principales. 


* 
x * 


Nous avons utilisé de la lymphe vaccinale glycérinée mise 
aimablement a notre disposition par M. le D" Fasquelle, direc- 
teur de l'Institut de la vaccine animale. 
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Les germes étaient isolés par ensemencement de la lymphe 
sur gélose inclinée, bouillon Martin et bouillon-sérum, ce der- 
nier milieu permeltant, comme on le sait, un isolement rapide 
du streptocoque. 

L’opération, répétée a partir de plusieurs tubes de vaccin, nous 
permit d'isoler les germes suivants, a l’exclusion de tout autre : 

1. Un streptocoque pouvant, par ses caractéres, se rattacher 
a lespece Str. pyogenes (Rosenbach). 


Fic. 14. — Lésions provoquées par inoculation intradermique, chez le lapin, 
du streptocoque isolé de la lymphe vaccinale. 


. Staphylococcus pyogenes albus. 
Staphylococcus pyogenes aureus. 
Bacillus subtilis. 

5. Bacillus mesentericus. 

Nous avons étudié chez le lapin la virulence des germes 
isolés, par la technique de l’inoculation intracutanée décrite 
par Kasahara et utilisée depuis par Dold. Par ailleurs, nous 
avons étudié également leur pouvoir pathogéne par la voie vei- 
neuse chez le chien et le lapin et par scarifications sur la 
cornée de lapin. 


m GO DO 
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Le streptocoque isolé s’est seul montré capable de produire 


_ par inoculation intradermique uniquement et chez le lapin, 


aux doses de 0c. c. 1, 0c. c. 3 et 0c. c. 5 d'une culture en 
bouillon de vingt-quatre heures, des lésions cutanées trés 
nettes. Il s’agit de pustules comparables, au début, par certains 
de leurs caractéres, aux pustules vaccinales (rougeur, gonfle- 
ment, infiltration), mais se transformant rapidement en de véri- 
tables escarres humides, entourées d'une zone inflammatoire 
assez étendue (fig. 1). Ces escarres tombent d’ailleurs longtemps 
aprés leur formation ; la lésion évolue en trente a trente-cing 
jours environ. 


Parmi les germes isolés par nous, c’est donc surtout le strep- 
tocoque qui posséde un certain pouvoir pathugéne capable de 
provoquer sur la peau du lapin de fortes réactions inflamma- 
toires. Quoi qu’il en soit, et comme nous l'avons dit plus haut, 
dans le but de vérifier si les germes renfermés dans la lymphe 
vaccinale jouent un rdle dans la réaction inflammatoire 
consécutive 4 Vinoculation, nous avons préparé un « antivirus » 
a partir des 5 souches isolées et immunisé localement la peau 
au moyen de cet antivirus, avant l’inoculation du vaccin. 

Les germes sont cultivés séparément sur bouillon de veau 
peptoné pendant quinze jours, au bout de ce temps, les milieux 
sont filtrés sur bougie L3; les filtrats rassemblés constituent 
Vantivirus polyvalent spécifique. 

Voici en détail deux de nos expériences : 


Expériznce I. — 2Ylapins, préalablement rasés d’un cdété du corps, sont 
pansés trois jours de suite avec de l’antivirus polyvalent spécifique. Les 
pansements sont laissés en {place pendant vingt-quatre heures et renou- 


velés au bout de ce temps. 
Un lapin regoit dela méme maniére une seule application d’antivirus spéci- 


fique. 

Le,lendemain de la derniére application, les 3 lapins regoivent sur la peau 
rasée et traitée, en Lrois points différents, du] virus vaccinal introduit dans 
le derme par légéres scarifications 4’ l’aide d'une lancette. On vaccine éga- 
lement un lapin neuf témoin. 

La pustule vaccinale évolue de fagon sensiblement comparable chez tous 
les lapins jusqu’au quatrime jjour. A partir de ce moment, au contraire, 
une pustule vaccinale pure, sans aréole phlegmasique, a ombilication pré- 
coce, se développe chez les animaux trailés par Vantivirus. Parallélement, 
on assiste, chez le lapin témoin, 4 l’évolution habituelle de la pustule vac- 


Fic. 2. — (Expér. I). Eruption vaccinale chez le lapin témoin (9¢ jour) : 
réaction inflammatoire et extension des lésions. 


Fic. 3. — (Expér. I). Eruption vaccinale chez le lapin traité (9¢ jour) : 
aucune réaction inflammatoire. 


Fic. 


iF 
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4. — (Expér. II). Eruption vaccinale chez le lapin témoin (9¢ jour): 
forte réaction inflammatoire péripustuleuse. 


. — (Expér. II). Eruption vaccinale chez le lapin traité par Vantivirus 
(9° jour) : aucune réaction inflammatoire. 


686 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


cinale, c’est-a-dire accompagnée d’une orte réaction inflammatoire péri- 
pustuleuse. d 

Au neuviéme jour, on note suivant les animaux observés une différence 
considérable dans I’allure et l’extension des lésions, comme le montrent les 
figures 2 et 3. ; 2 

Chez le lapin témoin : lésions étendues légérement suppuratives, crou- 
telles plates légérement escarrifiées, forte inflammation péripustuleuse. 

Chez le lapin traité trois jours de suite : lésions localisées, nettes, a con- 
tours définis, crodtelles séches, sans aucune réaction inflammatoire péri- 
phérique. Les lésions présentent déja une tendance a la régression. 

Il peut étre intéressant de noter, cependant, une réaction inflammatoire 
légére mais nette chez le lapin n’ayant recu ‘qu'une seule application d’anti- 
virus. 


‘Expérrence II. — Dans cette expérience, nous avons voulu mettre en évi- 
dence, d'une facon absolue, le réle joué par l’antivirus dans les phénomenes 
que nous avons observés dans l’expérience précédente. 

Deux lapins recoivent, dans les conditions de lexpérience précédente, 
trois applications successives d’antivirus spécifique. 

Un lapin recoit de la méme facon trois applications successives d’un anti- 
virus non spécifique, préparé 4 partir de souches diverses de streptocoques 
et staphylocoques non isolées de la vaccine. 

Un lapin regoit trois applications de bouillon peptoné ordinaire. _ cz 

Le lendemain de la derniére application, on vaccine les 4 lapins traités et 
un témoin. 

Les résultats furent en tous points comparables 4 ceux déja nolés dans 
Vexpérience précédente. 

Comme en témoignent les figures 4 et 5, voici ce que l’on observait au 
niveau des lésions neuf jours aprés l’inoculation vaccinale : 

Chez le lapin témoin, et plus encore chez le lapin traité par les applica- 
tions de bouillon peptoné : trés grosse réaction inflammatoire péripustu- 
leuse, pas d’extension des lésions, mais réaction adénolymphatique intense. 

Chez le lapin traité par l’antivirus non spécifique, on note une trés nette 
réaction inflammatoire, mais cependant un peu moins considérable que chez 
les précédents. 

Enfin, chez les lapins traités par l’antivirus spécifique, la lésion est nette, 
bien ombiliquée, et ne manifeste aucune réaction inflammatoire périphérique, 


De ces expériences, on peut donc conclure que l’antivirus 
préparé a partir des germes rencontrés dans la lymphe vacci- 
nale est susceptible, lorsqu’il est appliqué sur Ja peau, avant 
inoculation vaccinale, d’empécher l’évolution des phéno- 
ménes inflammatoires locaux habituellement constatés. Par- 
lant, il semble que, supprimant les phénoménes congestifs et 
inflammatoires, ]’antivirus hate l’évolution de la pustule vacci- 
nale, la lésion guérissant plus vite chez les sujets traités que 
chez les témoins. 
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Dans une seconde série de recherches, nous avons youlu 
nous rendre compte s’il était possible d’obtenir des résultats 
semblables en utilisant de la vaccine ayant subi le contact pro- 
longé d’un sérum antimicrobien dirigé contre les germes spéci- 
fiques isolés dela pulpe. Autrement dit, nous avons voulu réa- 
liser une vaccine sensibilisée d’un caractére particulier. 

Nous avons obtenu par le procédé suivant un sérum trés 
riche en sensibilisatrices spécifiques des divers germes. 


3 lapins furent traités comme suit: 

Le 30 janvier 1933 : inoculation sous-cutanée de 20 cent. cubes d’une émul- 
sionfen eau pbysiclogique de la cullure sur gélose des différents germes. 
L’émulsion est chauffée une demi-heure a 65°, 

Le 2 février 1933 : 15 cent. cubes de la méme émulsion dans la veine. 

Le 3 février 1933 : 15 cent. cubes de la méme émulsion sous la peau. 

Le 4 février 1933 : 10 cent. cubes de la méme émulsion dans la veine. 

Le 7 février 1933 : 1/2 centigramme dans les veines de germes tués par 
Valcool-éther. 

Le 16 février 1933 : méme traitement. 

Le 18 février 1933 : méme traitement. 

Le 27 février 1933 : méme traitement. 

Le 9 mars 1933 : 10 cent. cubes d'une émulsion sur gélose de germes 
vivants dans la veine. 

Le 10 mars 1933 : méme traitement. 

Le 13 mars 1933 : méme traitement. ; 

Le 14 mars 41933 : 20 cent. cubes de l’émulsion vivante dans la veine. 

Les animaux sont saignés 4 blanc douze jours aprés, soit le 26 mars. 

On prépare, A l’aide du sérum obtenu, une vaccine sensibilisée, de la 
vaccine fraiche étant mise en contact de notre sérum pendant trois jours a 
la glaciére (+ 4°). Au bout de ce temps, le mélange sérum-lymphe vaccinale 
était centrifugé, la lymphe recueillie, lavée 4l’eau physiologique, centrifugée, 
puis utilisée. 

On prépare de la méme maniére une vaccine soumise pendant trois jours 
a la glaciére & l’action du sérum normal de lapin. 

D’autre part, la vaccine pure est également mise 4 la glaciére trois jours 
de suite, elle servira de témoin. 

Le & avril, on procéde aux inoculations des lapins, sur la peau rasée 
comme dans les précédentes expériences de la maniére suivante: 

2 lapins sont vaccinés avec la vaccine sensibilisée. 

4 lapin est vacciné avec la vaccine soumise 4 l’aclion du sérum normal de 
lapin. 

4 lapin est vacciné avec de la vaccine pure. 


x ’ la 
Les résultats sont, en gros, comparables & ceux de l’expé- 
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rience antérieure. Néanmoins, ceux-ci sont beaucoup moins 
appréciables. 

Voici ce que l’on peut observer, le 13 avril, neuf jours aprés 
la vaccination : 


Lapin traité au virus pur: réaction habituelle, grosse inflammation a la 
périphérie de la lésion. 

Lapin traité au virus ayant subi le contact du sérum normal de lapin : 
inflammation péripustuleuse mais nettement moins étendue que dans la 
réaction normale. 

Lapins traités au virus sensibilisé : une inflammation légére subsiste, 
cependant moins accentuée que dans les cas qui précédent. 


Dans trois autres expériences semblables, nous avons obtenu 
des résultats identiques. 


Le sérum normal de lapin posséde donc par lui-méme le 
pouvoir d’atténuer la virulence des éléments qui entrent en 
jeu dans la formation de l’aréole phlegmasique vaccinale. Ce 
pouvoir, comme on pouvait s'y attendre, est accru pour un 
sérum de lapin riche en anticorps spécifiques des germes 
adventices de la vaccine. 

Toutefois, la différence qui existe entre les lésions des lapins 
témoins et des lapins traités, quoique nette, n’est pas compa- 
rable a celle observée lors des expériences semblables réalisées 
avec l’antivirus spécifique. 
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